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1.0 Einleitung

Weltweit gibt es zur Zeit ca. 150 Millionen Diabetiker. Alleine in Deutschland
leben ca. 4 Millionen Menschen mit der Diagnose Diabetes mellitus, das
entspricht einem Bevdlkerungsanteil von 5 %. Die Dunkelziffer wird ebenso

hoch geschatzt. Die Zahl der Erkrankten ist weiterhin steigend.

1674 beschrieb Thomas Willis den honigsif3en Urin als pathognomonisches
Zeichen des Diabetes mellitus. Ab dem 19. Jahrhundert wurde die Bestimmung
der Glukosurie in européischen Laboratorien Routine. 1863 beschrieb Namias
im ,Giornale Veneto di Scienze Mediche" klinische und laborchemische
Parameter einer Diabetespatientin. Von da an wurden chemische Analysen bei

diabetischen Patienten weiterverbreitet (21).

Unter Diabetes mellitus wird eine Gruppe metabolischer Storungen
zusammengefasst, die durch eine Hyperglykamie charakterisiert sind. Man
unterscheidet zwischen dem insulinabhangigen Typ 1 Diabetes, dem primar
insulinunabhéngigen Typ 2 Diabetes, dem Gestationsdiabetes und
Sonderformen (55). Patienten mit einem Typ 2 Diabetes werden zunachst
medikamentdés und diatetisch therapiert, ist auf diese Weise keine

Normoglykamie mehr zu erzielen, so muss der Patient Insulin spritzen.

Dem insulinabhéngigen Diabetes mellitus Typ 1 liegt eine T-Zell vermittelte
Autoimmunreaktion gegen verschiedene Antigene zugrunde, die zum Tell
genetisch determiniert ist (25, 46, 96, 97). Einige der Autoantikdrper konnten
bisher identifiziert werden. Zu den wichtigsten gehéren Antikérper gegen die
Oberflache der Inselzellen, cytoplasmatische Inselzell-Antikbrper, sowie
Antikorper gegen verschiedene Inselzellproteine und das Insulin selbst (70, 77).
Das Auftreten dieser Autoantikorper kann dem Auftreten der Erkrankung
Monate bis Jahre vorausgehen (49, 57, 77). Diabetes mellitus muss deshalb als

das Ergebnis eines lange andauernden Prozesses gesehen werden, dessen



Folge die Zerstérung der BZellen des Pankreas ist (98). Zum Zeitpunkt des
Auftretens der Erkrankung kann in den Langerhans-Inselzellen eine Infiltration
mit B- und T-Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen beobachtet werden
(38, 46, 48, 77).

Ergebnis der Zerstorung der B-Zellen ist ein Insulinmangel, aufgrund dessen es
bei den Patienten zur Hyperglykamie kommt. Mogliche Folgeerkrankungen des
Diabetes sind Nephropathie, Neuropathie, Retinopathie sowie Mikro- und
Makroangiopathie (68). Fur viele Jahrzehnte fehlte der Beweis, dass eine
chronische Hyperglykédmie zur Ausbildung diabetischer Spatschaden fuhrt. Erst
die Ergebnisse zweier grol3er prospektiver Studien (Diabetes Control and
Complications Trial, United Kingdom Prospective Diabetes Study) belegen,
dass eine Normoglykdmie das Auftreten oder Fortschreiten diabetischer
Spatschaden verhindern konnte (55, 91, 92, 93).

Einige aktuelle Zahlen verdeutlichen die Folgen des Diabetes mellitus Typ 1.
Jahrlich werden ca. 8.000 Diabetes-Patienten dialysepflichtig. Die Kosten der
Dialyse belaufen sich auf 67.500 DM pro Jahr und Patient. Aufgrund von
Neuropathie und Mikroangiopathie kommt es zur Ausbildung eines diabetischen
FuRes. Pro Jahr und Patient betragen die Kosten flr Amputationen ca. 16.500
DM. Nicht berlcksichtigt ist hierbei der Verlust an Lebensqualitat durch

diabetische Spatschaden.

Die Therapie des Diabetes Typ 1 besteht in einer Substitution des Insulins. Dies
kann durch tagliche Insulininjektionen erfolgen. Es gibt zwei verschiedene
Therapieschemata: die konventionelle und die intensivierte Insulintherapie.
Wahrend der Patient bei der zuerst genannten Therapie nur ein- bis zweimal
taglich Insulin spritzen muss, besteht die intensivierte Therapie aus mehrfach
taglichen Blutzuckerkontrollen und Insulininjektionen, insbesondere
kurzwirksamer Insuline zu den Mabhlzeiten. Der Vorteil der intensivierten
Insulintherapie besteht in einer deutlich besseren Stoffwechselkontrolle,

dadurch wird das Auftreten diabetischer Spéatschdden im Vergleich zur



konventionellen Therapie deutlich gesenkt. Die haufigen Kontrollen bedeuten

jedoch fur den Patienten eine Einbuf3e an Lebensqualitat.

Eine physiologischere Insulinfreisetzung und Insulinunabhangigkeit bietet die
Transplantation insulinproduzierenden Gewebes. Dazu gibt es zur Zeit drei

Mdoglichkeiten:
1. Pankreastransplantation
2. Inselzelltransplantation

3. Bioartifizielles Pankreas

Der erste Bericht einer Pankreastransplantation stammt aus dem Jahr 1891.
Prof. Minowski hatte einem pankreatektomierten Hund Pankreassticke in die
Bauchhohle transplantiert und damit die Symptomatik eines Diabetes
gemindert. Nur zwei Jahre spéater erfolgte die erste der wissenschaftlichen Welt
mitgeteilte Kklinische Xenotransplantation von Pankreasfragmenten bei einem
Diabetiker. In Unkenntnis der immunologischen Vorgdnge nach einer
Transplantation war dieses Vorgehen jedoch zum Scheitern verurteilt (10). Bis
heute wurde die Pankreastransplantation immer weiter entwickelt. Aufgrund der
notwendigen lebenslangen Immunsuppression werden heute nahezu nur
Diabetiker transplantiert, die sich ebenfalls einer Nierentransplantation
unterzogen haben. Bis 1997 wurden  weltweit Ober  10.000
Pankreastransplantationen durchgefuhrt. 80 % der Patienten sind nach einer
simultanen  Nieren-Pankreas-Transplantaton nach einem Jahr noch

insulinunabhangig (88).

Da fur die Insulinproduktion nur die B-Zellen des Pankreas erforderlich sind,
wird seit den siebziger Jahren die Inselzelltransplantation immer weiter
vorangetrieben. Nachdem im Tiermodell vielfach gezeigt werden konnte, dass
durch die Transplantation Langerhansscher Inselzellen das Auftreten
diabetischer Spatschaden verhindert oder wenigstens verzdgert werden kann,

wurde die Transplantation von Inselzellen auch beim Mensch angewandt (10,



29, 30). Gegenuber der Pankreastransplantation ergeben sich einige Vorteile:
kleinere Operation, Mdglichkeit der Vorbehandlung zur Immunalteration (UV-
Bestrahlung, Kryovorbehandlung), Einrichtung einer Inselzellbank (9, 10, 20,
29, 33, 53, 83). Ein noch ungelostes Problem ist der fehlende Marker fur die
Transplantatabstof3ung. Sowohl der Anstieg des Blutzuckers als auch der Abfall
der C-Peptidkonzentration treten verzogert ein. Daraufhin eingeleitete
MalRnahmen zur Immunsuppression kommen in der Regel zu spét, eine
Transplantatabstof3ung kann so oft nicht mehr verhindert werden (10). Die

Entwicklung neuer Marker bedarf sicher noch weiterer Untersuchungen.

Der Vorstellung einer Transplantation ohne lebenslange Immunsuppression
durfte man mit der Entwicklung des Bioartifiziellen Pankreas sicher ein Stick
naher gekommen sein. Durch immunseparierende Membranen werden
Transplantat und Empfanger voneinander getrennt. Diese semipermeablen
Membranen lassen sowohl Glukose als auch Insulin passieren,
hoéhermolekulare Stoffe, wie zum Beispiel Antikorper, jedoch nicht (53, 83). Mit
Hilfe des Bioartifiziellen Pankreas konnten xenogene oder gentechnologisch
hergestellte B-Zellen transplantiert und somit der Spendermangel behoben
werden. Ferner ware es mdoglich bereits kurz nach Diagnosestellung eine
kausale Therapie durchzufiihren. Hiervor wird zur Zeit wegen der erforderlichen

Immunsuppression noch abgesehen (44).

1993 wurde erstmals eine erfolgreiche Transplantation mikroverkapselter
Inselzellen beim Mensch durchgefuhrt. Der Patient war jedoch vorher
Nierentransplantiert worden, so dass er aufgrund dessen einer
immunsuppressiven Therapie bedurfte. Der grof3te personliche Erfolg fur diesen
Patienten ist mit Sicherheit die beobachtete rasche deutliche Verbesserung

seiner Neuropathie (16).



Hieraus ergibt sich auch die Aufgabenstellung fiir die vorliegende Arbeit.

Es solte im syngenen Tiermodell gezeigt werden, ob die dystope
Transplantation von Inselzellen in der Lage ist, das Auftreten diabetischer
Spatkomplikationen zu verhindern. Dabei sollten zwei verschiedene

Transplantationsverfahren miteinander verglichen werden:

1. Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel

2. Intraperitoneale Transplantation mikroverkapselter Inselzellen

Den beiden Transplantationsgruppen wurden eine gesunde, nicht diabetische
und eine langzeitdiabetische Kontrollgruppe zugeteilt. Die Beobachtungszeit
nach Transplantation betrug 180 Tage. Es wurden sowohl der metabolische
Verlauf als auch der metabolische Status am Versuchsende ausgewertet.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Beurteilung der diabetischen
Nephropathie. Zur Dokumentation dienten zum einen histologische Methoden

und zum anderen laborchemische Parameter wie Glukosurie und Albuminurie.



2.0 Material und Methoden

2.1 Grundlegende Methoden

21.1 Versuchstiere

Fir die Versuche wurden ausschliefRlich méannliche Ratten des Inzuchtstammes
Lewis (Lew/Crl BR) der Firma Charles River verwendet. Zur Identifikation

wurden die Tiere am Schwanz mit farbigen Ringen versehen.

Die Tiere wurden im Tierstall der Medizinischen Poliklinik unter konstanten
Bedingungen gehalten (Tag-Nacht-Rhythmus, Raumtemperatur,
Luftfeuchtigkeit). Trinkwasser und Futter stand den Tieren ad libitum zur

Verfugung.

Die Versorgung der Tiere erfolgte durch einen Tierpfleger und einen Tierarzt.

Die Tierversuche wurden durch das Regierungsprasidium Giel3en genehmigt.

2.1.2 Diabetesinduktion

Die Induktion des Diabetes erfolgte mit Streptozotocin, welches zu einer
irreversiblen Schadigung der B-Zellen der Langerhansschen Inseln fiihrt. Der
somit herbeigefiihrte Insulinmangeldiabetes dient als Labormodell fir den

Diabetes mellitus.

Streptozotocin  wurde zunachst in 0,9 %iger Kochsalzlésung in einer
Konzentration von 15 mg/ml aufgel6st. Die injizierte Menge betrug 65 mg/kg
Korpergewicht. Die Tiere wurden zundchst mit Ather narkotisiert und der
Schwanz in ein Glas mit warmem Wasser gehalten, um die Durchblutung zu
verbessern und damit das Auffinden der Schwanzvene zu erleichtern.
Anschlieend wurde der Schwanz grindlich mit Ethanol 70 % desinfiziert. Nun

wurde die laterale Schwanzvene aufgesucht und die Streptozotocin-Losung als



Bolus injiziert. Zur Blutstillung wurde die Einstichstelle einige Minuten mit einem

Tupfer komprimiert. Die Tiere erwachten unmittelbar nach der Injektion.

Gerate und Reagenzien:

Einmalspritze 1 ml (B. Braun, Melsungen)

Kanile 13 G (Terumo, Frankfurt)

Becherglas 500 ml (Schott, Mainz)

NaCl 0,9 % (B. Braun, Melsungen)

Streptozotocin (Sigma, Minchen)

Ather zur Narkose (Nr. A 7202, ASID Bonz GmbH)

2.1.3 Inselisolierung

Die Ratten wurden zundchst durch eine intraperitoneale Injektion von 0,1 ml
Pentobarbital pro 100 g Kérpergewicht narkotisiert. Der Bauch der Tiere wurde
grundlich rasiert und zur Desinfektion mit 80 %igem Alkohol abgerieben.
Scheren, Pinzetten und ein Katheter wurden zur Desinfektion in ein Becherglas
mit Alkohol gestellt. Die Tiere wurden, mit dem Schwanz zum Praparator, in
Ruckenlage gebracht und das Abdomen durch Mittelbauch- und
Flankenschnitte ertffnet. Das Xyphoid wurde mit einer kraftigen Schere
entfernt. Das Herz der Tiere wurde nun zum Entbluten zerschnitten und das
Blut noch im Thorax mit einer Kompresse aufgesaugt. AnschlieRend wurde die
Ratte mit dem Kopf zum Préparator gedreht. Nun wurde eine kleine Kompresse
Uber den Rippenbogen gelegt und, unter leichtem Druck, die Leber dariber
luxiert und nach kranial hochgeklappt. In dieser Lage konnte die Leber durch
Einschlagen der Kompresse fixiert werden. Unter Zuhilfenahme einer
chirurgischen und einer spitzen Pinzette wurde nun vom Magen ausgehend die
Einmindung des Ductus choledochus am Duodenum aufgesucht, dieser dort
mit der spitzen Pinzette unterfahren und mit einem Seidenfaden ligiert. Das
proximale Ende des Ductus choledochus wurde an der Leberpforte aufgesucht,
das umgebende Bindegewebe entfernt und dort mit einem zweiten Faden
umschlungen. Wenige Millimeter zur Leber hin wurde der Ductus nun mit einer
spitzen Schere schrag angeschnitten, ein Katheter ein kleines Stiick in diese

Offnung geschoben und durch Zuziehen der Fadenschlinge fixiert.



AnschlieRend wurden 10-12 ml 10 %ige Bovine-Serum-Albumin-Losung (BSA-
Losung) injiziert und damit das Pankreas aufgebléaht. Vom Magen ausgehend
wurde das Organ zundchst mit einer spitzen Schere von der Milz getrennt und
anschlieend stumpf vom Duodenum bis hin zum Colon abgestreift. Zum
Schluss wurde das Pankreas von der Abdominalhinterwand geldst und grob
von Fettgewebe und Lymphknoten befreit, bevor es in ein autoklaviertes
Becherglas gegeben wurde. Es wurden nacheinander zwei Pankreata auf diese
Weise prapariert, wobei das erste bis zur Weiterverarbeitung der Organe in

einem Becherglas auf Eis aufbewahrt wurde.

Die weiteren Arbeitsschritte wurden in einer Laminar-Flow-Bench unter
moglichst keimfreien Bedingungen durchgefihrt. Bei den verwendeten
Materialien handelte es sich entweder um steril bezogene Einwegartikel aus
Kunststoff oder um autoklavierte Mehrwegartikel aus Glas bzw. Edelstahl. Es
wurden immer zwei Pankreata gleichzeitig verdaut, weshalb sich die

angegeben Mengen auf zwei Pankreata beziehen.

Die auf Eis gekihlten Pankreata wurden zunachst mit zwei
Ubereinandergelegten Scheren in dem Becherglas zerkleinert. Zwischendurch
wurde das Gewebe zweimal mit dem 5 %igen BSA-Puffer gewaschen, um das
Fettgewebe zu entfernen. Das Pankreasgewebe musste am Ende so weit
zerkleinert sein, dass die Partikel ohne Probleme durch den Luer-Konus einer
10 ml Spritze aufgezogen werden konnten. Anschliel3end wurde das Gewebe in
5 %igem BSA-Puffer aufgenommen (Gesamtvolumen 8 ml) und in einen
Erlenmeyerkolben Uberfuhrt. Nun wurden 5 ml der Kollagenasenldsung
dazugegeben, alles kraftig geschittelt und im Schittelwasserbad (200
Zyklen/min) bei 37°C inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug je nach
verwendeter Kollagenasencharge 810 Minuten. Nach 3 ¢4) und 6 (-7) Minuten
wurde das Koélbchen fir jeweils 1 Minute kraftig mit der Hand geschuttelt. Nach
Abschluss  der ersten Verdauungsphase wurde die  Pankreas-
Kollagenasenmischung in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und zweimal

mit der 5 %igen BSA-L6sung gewaschen. Dazu wurde das Rohrchen aufgefullt



und das Gewebe in der Zentrifuge bei 300 U/min fir drei Minuten sedimentiert.
Fur die zweite Verdauung wurden 10 ml Pankreassuspension mit 3 ml
Kollagenasenlosung versetzt und wiederum im Wasserbad inkubiert. Zur
Kontrolle des Verdauungsgrades wurde nach ca. 7 Minuten ein Aliquot
entnommen und unter dem Invertoskop beurteilt. Haftete an den Inseln noch
exokrines Gewebe, so wurde weiter verdaut. Lagen die Inseln dagegen frei und
war das exokrine Gewebe nahezu vollstandig zersetzt, wurde der
Verdauungsprozess gestoppt. Durch zweimaliges Waschen mit 0,25 %igem
BSA-Puffer wurden die Kollagenase und die pankreaseigenen Enzyme entfernt.
Vor dem letzten Waschen wurde die Pankreassuspension auf zwei

Zentrifugenréhrchen verteilt.

Nun wurde der Waschpuffer abgezogen, so dass nur noch 2,5-3 ml Pellet
verblieben, und das Gewebe mit 16 ml Dextran der hochsten Dichte gut
vermischt (Vortex-Mischer). AnschlieRend wurden je 4 ml der anderen Dextrane
in absteigender Dichte vorsichtig dartber geschichtet. Die Zentrifugation
erfolgte ohne Bremse fir 18 Minuten bei 2200 U/min. Danach wurden die Inseln
vom Gradienten abgenommen, in frische Zentrifugenréhrchen dberfihrt und
wiederum mit 0,25 %iger BSA-Losung gewaschen. Zum Schluss wurden die
Insein  per Hand (Pipettierhilfe mit Pasteurpipette) von verbliebenen

Lymphknoten und Geféal3en getrennt und in Kultur gesetzt.

Gerate und Reagenzien:

Nembutal (Pentobarbital, Nr. 3317393, BGA)

BSA 5 %, keimfrei, eisgekiihlt

BSA 0,25 %, keimfrei, eisgekihlt

Collagenaselésung: 25 mg Collagenase (Type XI, Nr. C-7657, Sigma,
Minchen) pro zwei Pankreata in 8 ml BSA 5 % geldst, in 10 ml Spritzen
aufgezogen

Dextranldsungen mit den Dichten 1,129 g/ml, 1,106 g/ml, 1,098 g/ml, 1,083
g/ml, 1,040 g/ml, keimfrei, gekunhlt

Kulturmedium (RPMI 1640, Nr. 041-01870 M, Gibco, Paisley / Scotland)

1 ml Tuberkulinspritze (B. Braun, Melsungen)

26 G Kantule (Terumo, Frankfurt)



Zellstoff, mehrlagig

Mullkompressen aus Baumwolle (Beese)

Becherglas (Schott, Mainz)

50 ml Ethanol 80 % (Klinikumsapotheke GielRen)

Schere: grol3, stumpf, gebogen (Aesculap, Tuttlingen)

Schere: klein, spitz (Aesculap, Tuttlingen)

Pinzette: chirurgisch (Aesculap, Tuttlingen)

Pinzette: anatomisch, spitz (Aesculap, Tuttlingen)

Pinzette: stumpf (Aesculap, Tuttlingen)

chirurgische Seide

Venenkatheter mit Luer-Anschlu, spitz zugeschnitten
Latexhandschuhe (Ansell Medical)

25 ml Becherglas (Schott, Mainz), autoklaviert und auf Eis vorgekiihlt
Styroporbehalter mit Eis

2 Scheren: mittel, stumpf, gebogen, autoklaviert (Aesculap, Tuttlingen)
Punktionskanile, stumpf, Innendurchmesser 2 mm, autoklaviert

25 ml Erlenmeyerkolben mit Schliff (Schott, Mainz), autoklaviert und
Polystopfen, mit Ethanol 80 % desinfiziert

50 ml Polypropylen-Zentrifugenréhrchen ohne Ful3 (Greiner)
Petri-Schalen (60 x 15 mm, Nr. 1016, Falcon, Oxnard C. A., USA)
Pipettierhilfe mit Silikonschlauch und autoklavierter, ausgezogener
Pasteurpipette

mehrere 10 und 20 ml Spritzen (B. Braun, Melsungen)

Kanulen (Terumo, Frankfurt)

sterile Latexhandschuhe (Johnson & Johnson, Norderstedt)
Mundschutz (Johnson & Johnson, Norderstedt)

Langhaarschneider (Privileg)

Waage (Sartorius laboratory, Géttingen), Wageloffel und -papier
Laminar-Flow-Bench (LaminAir, TL 2472, Heraeus, Hanau)
Schittelwasserbad mit Halter fur 25 ml Erlenmeyerkolben (Nr. 1083, GFL)
Tischzentrifuge (Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau)

Invertoskop (Labovert FS, Leitz, Wetzlar)

Vortex-Mischer (Ika-Combimag RCH)

Stereolupe (Wild M 38, Leitz, Wetzlar)

-10 -



Herstellung der Losungen

Krebs-Ringer-HEPES-Puffer (KRH) (25 mM)

Gerate und Reagenzien fir 1 |

NaCl p.a. 6,93 g (Nr. 3957.1, Roth, Karlsruhe)

KCl reinst 0,35 g (Nr.4935., Merck, Darmstadt)

KH,PO,4 p.a. 0,16 g (Nr. 4873., Merck, Darmstadt)
MgSO,4 x 7 H,0O p.a. 0,29 g (Nr. 5886., Merck, Darmstadt)
CaCl, x 2 H,O reinst 0,37 g (Nr. 2381, Merck, Darmstadt)
HEPES Loésung (1 M) 25 ml (Nr. 15630-056, Gibco, Paisley / Scotland)
NaOH (3 M) ca. 5 ml (Klinikumsapotheke Giel3en)

Aqua destillata ca. 1 | (Pharmacia & Upjohn GmbH)
Waage (Sartorius laboratory, Géttingen)

Wageloffel und -papier

Becherglas (Schott, Mainz) mit Magnetrihrstab
Magnetrihrer (lka-Combimag RCH)

pH-Meter (Nr. 61, Schott, Mainz)

Messzylinder (Hirschmann)

Ansetzen des Puffers

die abgewogenen Salze n %des Wassers l6sen, HEPES-Lésung dazugeben,
pH-Wert mit NaOH auf 7,4 einstellen, Losung in einem Messzylinder auf 1 |

auffullen; Lagerung im Kuhlschrank

Rinderserumalbumin (BSA) 5 % und 0,25 %

Gerate und Reagenzien:

Rinderserumalbumin (BSA, Nr. A-7906, Sigma, Miinchen)
Krebs-Ringer-HEPES-Puffer (KRH)

NaOH (3 M) (Klinikumsapotheke GielRen)

Waage (Sartorius laboratory, Géttingen), Wageloffel und -papier
Becherglas (Schott, Mainz) mit Magnetrihrstab

Magnetriihrer

pH-Meter (Nr. 61, Schott, Mainz)

-11 -



Messzylinder (Hirschmann)

Druckfiltrationsanlage (Sartorius, Géttingen), Zylinderauslald und Siebe steril
Filter: Zellulose-Nitrat, Poren: 3,0 um, 0,8 um, 0,45 um, 0,2 um, Glasfiberfilter
(Sartorius, Goéttingen)

sterile Flaschen

Ansetzen der Lésungen

a) 11BSA5%in KRH
50 g BSA in etwa 750 ml KRH lésen, pH-Wert bei 20-25 °C mit NaOH auf
7,5 einstellen, Losung quantitativ in einen Messzylinder Uberfihren, mit
KRH auf 1 | auffillen

b) 11BSA 0,25 % in KRH
50 mI BSA 5 % in einen Messzylinder geben und auf 1 | auffillen

Reinigung (Filtration) und Sterilfiltration

a) BSA5% in KRH
BSA 5 % durch einen Glasfiberfilter und Filter der Porengrof3e 3,0 um, 0,8
pm, 0,45 um filtrieren, anschlieRend durch einen Filter der Porengréf3e 0,2
pum in sterile Flaschen sterilfiltrieren, ein Aliquot (ca. 1 ml) zur Kontrolle auf
Keime in die Mikrobiologie schicken; Lagerung im Kiuhlschrank

b) BSA 0,25 % in KRH
BSA 0,25 % durch einen Filter der Porengrdf3e 0,45 pm filtrieren,
anschlieRend durch einen Filter der Porengrof3e 0,2 um in sterile Flaschen
sterilfiltrieren, ein Aliquot (ca. 1 ml) zur Kontrolle auf Keime in die

Mikrobiologie schicken; Lagerung im Kuhlschrank

Dextranlayer 1,040, 1,083, 1,098, 1,106, 1,129 g/cm®

Gerate und Reagenzien:

Dextran industrial grade (Nr. D-3759, Sigma, Munchen)
Krebs-Ringer-HEPES-Puffer (KRH), Dichte 1,005 g/ml
Waage (Sartorius laboratory, Goéttingen), Wageloffel

5 Becherglaser (Schott, Mainz) mit Magnetrihrstab
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Magnetrihrer (lka-Combimag RCH)

Densitymeter (DMA 35, Anton Paar KG)

Druckfiltrationsanlage (Sartorius, Goéttingen), Zylinderauslass und Siebe steril
Filter: Zellulose-Nitrat, Poren: 3,0 um, 0,8 um, 0,45 um, 0,2 um, Glasfiberfilter
(Sartorius, Goéttingen)

sterile Flaschen

Ansetzen der Layer und Dichtekontrolle

Dextranlayer 40: 10,2 g Dextran in 100 ml KRH lésen
Dextranlayer 83: 25,2 g Dextran in 100 ml KRH I6sen
Dextranlayer 98: 31,0 g Dextran in 100 ml KRH lésen
Dextranlayer 106: 33,9 g Dextran in 100 ml KRH I6sen
Dextranlayer 129: 132,0 g Dextran in 100 ml KRH l6sen

die Dichten der Layer bei Raumtemperatur mit dem Densitymeter kontrollieren

Reinigung (Filtration) und Sterilfiltration

alle Dextranlayer durch einen Glasfiberfilter und Filter der Porengrof3e 3,0 um,
0,8 um, 0,45 um filtrieren, anschlieRend durch einen Filter der Porengrofe 0,2
pum sterilfiltrieren, je ein Aliquot zur Kontrolle auf Keime in die Mikrobiologie

schicken; Lagerung im Kuhlschrank

214 Inselkultur
2141 Kulturbedingungen

Kulturmedium waren 100 ml glutaminfreies RPMI 1640, dem 10 ml fetales
Kalberserum, 1 ml L-Glutamin, 1 ml Penicillin-Streptomycin, 1 ml Fungizone,
0,5 ml Ofloxacin, 0,15 ml Gentamycin und 1 ml Hepespuffer (1 M) zugesetzt
wurde.

Die Inseln wurden in einem Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C, einem

CO»-Gehalt von 5 % und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert.
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Gerate und Reagenzien:

Kulturmedium RPMI 1640 (Nr. 041-01870 M, Gibco, Paisley / Scotland)

fetales Kalberserum (Nr. S 0115, Seromed, Berlin)

L-Glutamin (Nr. 16-801-46, Flow-Laboratories, UK)

Penicillin-Streptomycin (5000 IU/ml und 5000 mcg/ml, Nr. 16-700-48, Flow

Laboratories, UK)

Fungizone (Flow-Laboratories, UK)

Ofloxacin (Hoechst, Frankfurt)

Gentamycin (Nr. 043-5750H, Gibco, Paisley / Scotland)
Hepespuffer 1 M (Nr. 15630-056, Gibco, Paisley / Scotland)
Brutschrank (B 5061 EK/CO,, Hereaus, Hanau)

2142 Anlegen der Kultur

Ebenso wie die Isolation der Langerhans Inseln erfolgte auch das Anlegen der
Kultur unter sterilen Bedingungen unter einer Laminar-Flow-Bench. Vor dem
letzten Arbeitsschritt der Isolation wurden 3-4 Petri-Schalen vorbereitet, in die je
10 ml steril filtriertes Kulturmedium gegeben wurde. In jede Petri-Schale wurden
ca. 250 Inseln isoliert, mit einem Deckel abgedeckt und beschriftet in den

Brutschrank gestellt.

Geréte und Reagenzien:

Laminar-Flow-Bench (LaminAir TL 2472, Heraeus, Hanau)
Petri-Schalen 60 x 15 mm (Nr. 1016, Falcon, Oxnard C. A., USA)
Kulturmedium wie oben beschrieben

sterile Handschuhe (Johnson & Johnson, Norderstedt)
Einmalspritzen 10 ml (B. Braun, Melsungen)

Einmalkanilen 18 G (Terumo, Frankfurt)

Sterilfilter (Minisart NML, Sartorius, Gottingen)

2143 Mediumwechsel

Der Mediumwechsel wurde am Tag nach der Isolation und danach alle zwei
Tage durchgefuihrt. Unter sterilen Bedingungen wurden die Petri-Schalen aus
dem Brutschrank entnommen und der Mediumwechsel unter einer Laminar-

Flow-Bench vorgenommen. Zunéchst wurde in neue Petri-Schalen 10 ml
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Kulturmedium steril filtriert. Durch konzentrisches Kreisen der inkubierten Petri-
Schale wurde nun versucht, die Inseln in der Mitte der Schale zu zentrieren. Mit
einer sterilen 10 ml Spritze mit Einmalkanile wurden die Inseln nun
aufgenommen, in die vorbereitete Petri-Schale Uberfihrt, mit dem Deckel

abgedeckt und in den Brutschrank zurtickgestellt.

Geréte und Reagenzien:

Laminar-Flow-Bench (LaminAir TL 2472, Heraeus, Hanau)

sterile Handschuhe (Johnson & Johnson, Norderstedt)
Mundschutz (Johnson & Johnson, Norderstedt)

Einmalspritzen 10 ml (B. Braun, Melsungen)

Einmalkanilen 18 G (Terumo, Frankfurt)

Sterilfilter (Minisart NML, Sartorius, Goéttingen)

Petri-Schalen 60 x 15 mm (Nr. 1016, Falcon, Oxnard C. A., USA)

Kulturmedium wie oben beschrieben

2.15 Mikroverkapselung

Bei der Mikroverkapselung werden einzelne Inseln von einer dinnen Alginat-
Hulle umschlossen, wodurch eine die Insel umgebende Austauschflache
entsteht, die das Transplantat vor dem nicht supprimierten Immunsystem des

Empfangers schiitzt.

Die Inseln wurden nach der Isolation mindestens einen Tag kultiviert. Sie
wurden dann in ein kleines Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben und nach
Sedimentation der Uberstand des Kulturmediums mit einer sterilen
Einmalspritze entfernt und durch 3 %ige Alginat-Losung ersetzt. Durch
mehrfaches Bewegen mit einer Kolbenhubpipette wurde versucht, die Inseln
moglichst gleichmafiig in der AlginatLosung zu verteilen. Die homogene
Suspension wurde in eine Pipettenspitze aufgenommen, auf eine einfache
Spruhduse (0,5 mm) aufgesetzt und langsam mit einem Druck von 2 kPa
durchgedrickt. Beim Aussprihen der Inselsuspension bildeten sich
Alginattropfchen, in denen je eine, maximal zwei hseln eingeschlossen waren.

Diese wurden in einem 250 ml Becherglas mit Bariumchlorid-Losung, die
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wahrend des Einsprihens gerthrt wurde, aufgefangen und durch Vernetzung
mit Barium sofort geliert. Nach wenigen Minuten wurde das Becherglas vom
Ruhrgerdt genommen und die Bariumchlorid-Losung dekantiert. Anschlie3end
wurden die Gelkugeln dreimal mit je 40 ml NaC-MOPS gewaschen. Die
mikroverkapselten Inseln  wurden mit einer abgeschnittenen, sterilen
Pipettenspitze in eine Kulturschale Uberfihrt und mit sterilem Kulturmedium
aufgeschwemmt. Bis zur Transplantation wurden die Inseln mindestens einen

Tag unter Standardbedingungen kultiviert.

Herstellung der Losungen

RPMI-Alginat-Lésung

Gerate und Reagenzien:

RPMI 1640 + 2 mM Glutamin + 100 U/100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco,
Paisley / Scotland)

Chelex-Beads

Alginat-Pulver

Salzsaure 5 M (Merck, Darmstadt)

Hepes-Puffer (Nr. 15630-056, Gibco, Paisley / Scotland)

pH-Meter (Nr. 61, Schott, Mainz)

Ultra-Turrax (KMO 2, Janke & Kunkel)

Ansetzen der Losung

zu RPMI-Kulturmedium Chelex-Beads geben, 5 min rihren, anschlieRend
Chelex-Beads durch Filtration abtrennen und den pH-Wert mit 5 M Salzsaure
auf 7,4 einstellen, Alginat-Pulver im RPMI-Medium l6sen und mit dem Ultra-

Turrax homogenisieren, pH-Wert mit Hepes-Puffer auf 7,4 einstellen
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Entkeimung der Alginat-Lésung

Gerate und Reagenzien:

foetales Kalberserum (Nr. S 0115, Seromed, Berlin)
Druckfiltrationsanlage (Sartorius, Géttingen)

Filter: Zellulose-Nitrat, Poren: 3,0 um, 0,8 um, 0,45 um, 0,2 um (Sartorius,
Gottingen)

Alginat-Lésung durch Filter der PorengroRe 3,0 um, 0,8 pum und 0,45 pm
filtrieren und durch einen Filter der PorengroRe 0,2 um sterilfiltrieren,
anschlielend Zusetzen von 10 % foetalem Kalberserum und erneute

Sterilfiltration durch einen Filter mit der PorengréRe 0,2 um; Lagerung im
Kuhlschrank

BaCl,-MOPS

Geréte und Reagenzien:

Aqua destillata 100 ml (Pharmacia & Upjohn GmbH)
Bariumchlorid-Dihydrat 20 mmol/l 0,49 g (Nr. 1719., Merck, Darmstadt)

Morpholino-Propan-Sulfonsaure 10 mmol/l 0,21 g (Nr. M-6270, Sigma,
Munchen)

Natriumchlorid 0,72 g (Nr. 3957.1, Roth, Karlsruhe)
Natronlauge 3 M (Klinikumsapotheke Giel3en)
pH-Meter (Nr. 61, Schott, Mainz)

Ansetzen der Losung

die abgewogenen Salze in Aqua dest. I6sen und mit NaOH (3 M) den pH-Wert
auf 7,4-7,5 einstellen; Losung vor Gebrauch autoklavieren
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NaCl-MOPS

Gerate und Reagenzien:

Aqua destillata 100 ml (Pharmacia & Upjohn GmbH)
Morpholino-Propan-Sulfonsdure 10 mmol/l 0,21 g (Nr. M-6270, Sigma,

Miinchen)

Natriumchlorid 0,90 g (Nr. 3957.1, Roth, Karlsruhe)
Natronlauge 3 M (Klinikumsapotheke Giel3en)
pH-Meter (Nr. 61, Schott, Mainz)

Ansetzen der Losung

abgewogene Salze in Aqua lésen und den pH-Wert mit NaOH 3 M auf 7,4-7,5

einstellen; Losung vor Gebrauch autoklavieren

2.1.6 Transplantation

Die Transplantation der Tiere erfolgte frihestens 28 Tage nach Streptozotocin-
Gabe.

Bei dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Transplantationsorte gewahilt.
Einer Gruppe wurden mikroverkapselte Inseln intraperitoneal transplantiert, bei
der anderen Gruppe erfolgte die Transplantation freier Inseln unter die
Nierenkapsel.

Die Tiere wurden in Athernarkose operiert und je nach Transplantationsort im
Abdominalbereich oder im Bereich der rechten Flanke rasiert und der

entsprechende Bereich anschlie3end mit Ethanol 70 % desinfiziert.

2.16.1 Intraperitoneale Transplantation

Zunachst wurden ca. 3500 mikroverkapselte Inseln steril ohne Kanile in eine
10 ml Spritze aufgenommen. Nach dem Sedimentieren der Inseln wurde der

Uberstand vorsichtig dekantiert, so dass ein Restvolumen von Beads und
Medium von ca. 3 ml tbrigblieb.
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Das Tier wurde in Ruckenlage gebracht und zunéchst alle Bauchwandschichten
bis auf das Peritoneum in der Medianlinie mit einem ca. 3 cm langen Schnitt
vorsichtig durchtrennt. AnschlieRend erfolgte die Ertffnung der Bauchhdhle,
wobei zur spateren Naht von Peritoneum, Bauchmuskeln und Faszien mit
Vicryl-Faden drei Knoten vorgelegt wurden. Mit Hilfe von zwei Pinzetten wurde
das Peritoneum offen gehalten und die Beads samt Medium in die Bauchhohle
injiziert. Die vorgelegten Knoten wurden jetzt zugezogen und das Fell mit
Klammern adaptiert. AbschlieRend wurde die Wunde mit Sprihverband

versorgt.

2.1.6.2 Transplantation unter die Nierenkapsel

Etwa 2500 Inseln wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben und das
Medium mdglichst vollstandig abgezogen. Das verbliebene Pellet wurde nun in
einen Butterfly, auf den eine 1 ml-Spritze aufgesetzt war, so aufgezogen, dass

sich die Inseln im vorderen Anteil des Butterflys befanden.

Das Tier wurde in Linksseitenlage gebracht und das Abdomen durch einen
Flankenschnitt unter dem rechten Rippenbogen er6ffnet. Die rechte Niere
wurde nun nach extraabdominell luxiert und mit einem Tupfer festgehalten. Mit
dem Butterfly wurde die Niere vorsichtig polwarts durchstochen, bis unter der
Kapsel die Spitze zu sehen war. Jetzt wurden die Inseln vorsichtig injiziert.
Dabei war darauf zu achten, dass die Nierenkapsel nicht von der Spitze des
Butterflys perforiert wurde. Nach Injektion der Inseln wurde der Butterfly
behutsam entfernt und die Einstichstelle zur Blutstilung mit Hilfe einer
Kompresse komprimiert. Anschlieend wurde die Niere in das Abdomen
zuriickverlagert und die Bauchdecken mit einem Vicryl-Faden adaptiert. Das
Fell wurde geklammert, die Wunde abschlieliend mit einem Sprihverband

versorgt.

Gerate und Reagenzien:

Butterfly

Einmalspritzen (B. Braun, Melsungen)
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Eppendorf-Reaktionsgefald

Ethanol 80 % (Klinikumsapotheke Giel3en)

Ather zur Narkose (Nr. A 7202, ASID Bonz GmbH)
Nahtmaterial

Spriihverband

2.1.7 Organentnahme

Am Ende des Beobachtungszeitraumes erfolgte die Organentnahme. Die
Ratten wurden zunachst mit Ather narkotisiert, der Bauch rasiert und mit
Ethanol 70 % desinfiziert. AnschlieBend wurden die Tiere in Rickenlage
gebracht und durch Punktion des Herzens Blut gewonnen, wovon ca. 5 ml in
ein Trasylo-EDTA-Plasma-Réhrchen gegeben wurden, der Rest wurde in
einem  Zentrifugen-Spitzrohrchen  spater  zentrifugiert und das Serum
eingefroren. Den toten Tieren wurde zunéchst durch Flankenschnitte das
Abdomen grof3zigig eréffnet und Pankreas und beide Nieren freiprapariert. Bei
intraperitoneal transplantierten Tieren wurden zusétzlich eine Biopsie des
Fettgewebes im Bereich von Magen und Pankreas, sowie freie,

mikroverkapselte Inseln aus der Bauchhdhle entnommen.

Pankreas und Biopsie wurden in Bouin fixiert. Die Inseln wurden zunéchst in
Fibrin eingebettet und als ,Clot“ ebenfalls in Bouin gegeben. Die Nieren wurden
nach Entnahme und Spllung in physiologischer Kochsalzlésung in Scheiben
geschnitten. Bei Tieren, die unter die Nierenkapsel transplantiert waren, wurde
wie bei allen anderen, auch die linke Niere in Bouin, die rechte Niere jedoch
nicht wie bei den ubrigen nur in flussigem Stickstoff, sondern je zur Halfte in

Bouin und flissigem Stickstoff fixiert.

Gerate und Reagenzien:

Ather zur Narkose (Nr. A 7202, ASID Bonz GmbH)
Ethanol 70 % (Klinikumsapotheke Giel3en)
Trasylol 100 000 KIE (Nr. 48764, Bayer)

Hepato Quick (Nr. 126543, Boehringer, Mannheim)
Testthrombin 30 IU/ml (Boehringer, Mannheim)
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2.1.8

2181

Calciumchlorid

EDTA-Plasmardhrchen

Trasylol 100 000 KIE (Nr. 48764, Bayer)

NaCl 0,9 % (B. Braun, Melsungen)

Einmalspritzen (B. Braun, Melsungen)

Einmalkanilen (Terumo, Frankfurt)

Petri-Schalen 60 x 15 mm (Nr. 1016, Falcon, Oxnard C. A., USA)
Schere: grof3, stumpf, gebogen (Aesculap, Tuttlingen)

Schere: klein, spitz (Aesculap, Tuttlingen)

Pinzette: anatomisch, spitz (Aesculap, Tuttlingen)

Rollrandglaser 13 ml (Sarstedt, Nimbrecht)

Histologische Methoden

Fixierung in Bouin

Die Bouin’'sche Stammlésung besteht aus drei Teilen Pikrinsaure 1,2 % und

einem Tell filtriertem Formaldehyd 37 %. Der Fixationansatz wurde immer frisch

angesetzt, indem zu 25 ml der Stammldésung 1,2 ml Eisessig gegeben wurde.

Diese Losung wurde in Rollrandglaschen geflllt und die Gewebestiicke darin

24 Stunden dunkel aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurde die Lésung verworfen

und die Praparate bis zu ihrer weiteren Aufarbeitung in Ethanol 80 %

aufgehoben.

Gerate und Reagenzien:

2.1.82

Pikrinsaure 1,2 % (Nr. 1.00604.2500, Merck, Darmstadt)
Formaldehyd 37 % (Nr. 1.03999, Merck, Darmstadt)
Eisessig (Nr. 63., Merck, Darmstadt)

Ethanol 80 % (Klinikumsapotheke Giel3en)

Rollrandglaser 13 ml mit Deckeln (Sarstedt, Nimbrecht)

Einbettung

Die in Ethanol 80 % fixierten Organstiickchen wurden in kleine beschriftete

Plastikkorbchen gelegt und nach folgendem Schema in Paraplast eingebettet:
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Ethanol 96 % 0,5-1 h

Ethanol 99 % 0,5-1 h

EBE:99 % Ethanol (1:2) 1 h

EBE:99 % Ethanol (2:1) 1 h

reines EBE 0,5 h

reines EBE 0,5 h

Paraplast tiber Nacht in einem Brutschrank bei ca. 60 °C

Einbetten der Organstiickchen am Tissue-Tek Il Einbettautomat

Gerate und Reagenzien:

Ethanol 96 %, 99 % (Klinikumsapotheke Giel3en)

EBE = Essigsaure-N-butylester (Nr. 1.01974, Merck, Darmstadt)
Becherglas 500 ml (Schott, Mainz)

Paraplast (Medim-Plast 58)

Brutschrank

Tissue-Tek Il Einbettautomat (Vogel, Giel3en)

Tissue-Tek Il Kassetten und Edelstahlrahmchen (Vogel, Giel3en)

2.1.8.3 Anfertigen von Serienschnitten

An einem Serienschnittmikrotom wurden 7-8 um dicke Schnitte angefertigt. Die
Glattung der Schnitte erfolgte auf einem Wasserbad mit einer Temperatur von
ca. 40°C, dem einige Tropfen Eiweil3glycerin zugesetzt wurden. Pro
Objekttrager wurden zwei Schnitte aufgetragen und zum Trocknen fur 24

Stunden in einen Warmeschrank gestelit.

Gerate und Reagenzien:

Serienschnittmikrotom (2030 Biocut, Reichert-Jung)

C-Messer (R 35, Feather)

Wasserbad (Nr. 6321, Technicon)

EiweiRglycerin (Chroma-Gesellschaft, Schmid GmbH, Stuttgart)
Objekttrager 76 x 26 mm (Nr. 011101, Menzel-Glaser, Braunschweig)
Pinsel

Warmeschrank
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2184 Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung wurde als Ubersichtsfarbung bei jedem fiinften Objekttrager
durchgefuhrt. Dazu wurden die Objekttrager in Farbekorbchen gestellt und wie
folgt behandelt:

Rotihistol 2 x 8 min

Ethanol 99 %, 96 %, 80 %, 70 %, 50 % je 2 min
Aqua destillata 2 min

Hamalaun 8 min

flieBendes Leitungswasser 8 min
Aqua destillata kurz

Eosin 2 min

Ethanol 70 % 20 sec

Ethanol 80 % 30 sec

Ethanol 96 % 1 min

Ethanol 99 % 2 x 2 min

Rotihistol 2 x 8 min

Eindeckeln mit DePeX

Gerate und Reagenzien:

Farbekorbchen (Fisher)

Farbekivetten (Fisher)

Rotihistol (Nr. 6640.1, C. Roth)

Ethanol, verschiedene Konzentrationen (Klinikumsapotheke Giel3en)

Mayers Hamalaunlosung (Nr. 9249, Merck, Darmstadt)

Eosin G (Nr. 15935, Merck, Darmstadt), 1 g Eosin in 100 ml Aqua dest. l6sen
und vor Gebrauch filtrieren und einige Tropfen Eisessig ( Nr. 63., Merck,
Darmstadt) hinzugeben

DePeX (Nr. 361254D, BDH)

Deckglaser 24 x 50 mm (Menzel-Glaser, Braunschweig)
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2.185 PAS-Farbung

Die PAS-Farbung wurde in der vorliegenden Arbeit zur Beurteilung der
diabetischen Nephropathie herangezogen. Sie erfolgte nach der modifizierten

Form von A. Weiss ohne Sulfitwasser und wurde folgendermaf3en durchgefuhrt:

Entparaffinieren und rehydrieren wie bei HE-Farbung
Aqua destillata kurz

Perjodsaure 1 % (frisch angesetzt) 5 min
flielBendes Leitungswasser 5-10 min
Aqua destillata 2-3 min

Schiffsches Reagenz 20-30 min
flieBendes Leitungswasser 10-20 min
Aqua destillata 10 sec

Mayers Hamalaun 7 min

flieBendes Leitungswasser 10 min

Aqua destillata 1 min

Ethanol 70 %, 80 % kurz

Ethanol 96 % 2 min

Ethanol 100 % 2 x 2 min

Rotihistol 2 x 8 min

Eindeckeln mit DePeX

Gerate und Reagenzien:

Farbekorbchen (Fisher)

Farbeklvetten (Fisher)

Rotihistol (C. Roth, Nr. 6640.1)

Ethanol, verschiedene Konzentrationen (Klinikumsapotheke GielRen)

Mayers Hamalaunlésung (Nr. 9249, Merck, Darmstadt)

Perjodsaure 1 %: 2 g Perjodsaure (Nr. 524., Merck, Darmstadt) in 200 ml Aqua
destillata (Klinikumsapotheke GielRen) frisch I6sen

Schiffsches Reagenz (Nr. 1.09034., Merck, Darmstadt), darf bei Rosafarbung

nicht mehr verwendet werden
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DePeX (Nr. 361254D, BDH)

Deckglaser 24 x 50 mm (Menzel-Glaser, Braunschweig)

2.1.8.6 PAP-Farbung (Peroxidase-Antiperoxidase-Methode)

Diese Farbung dient zum Nachweis von Insulin und wurde an Paraffinschnitten
von Pankreas, Nieren (nach Inseltransplantation unter die Nierenkapsel),
Biopsien aus dem Peritoneum und in Fibrin eingebetteten Inseln (Clot)
durchgefuhrt. Das Insulin wird mit einem spezifischen Antikérper nachgewiesen.
Dieser ist Uber einen Bruckenantikdrper mit dem PAP-Komplex verbunden. Der
Enzymkomlex reagiert mit einem passenden Substrat und fuhrt zur Anféarbung

des Gewebes.

Durchfuhrung:
Rotihistol 2 x 8 min
Ethanol 99 %, 96 % je 3 min
PBS-Puffer 3 min
H202 3 % 5 min
PBS-Puffer kurz
Kaninchenserum 30 min
Insulinantikérper 60 min
PBS-Puffer 2 x 5 min
Brickenantikérper 30 min
PBS-Puffer 2 x 5 min
PAP-Komplex 30 min
Tris-Puffer 5 min
DAB-Substratlésung 5 min
Aqua destillata kurz
Hamalaun 2 min
Leitungswasser 5-10 min

Eindeckeln mit Glyceringelatine
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Gerate und Reagenzien:

Farbekorbchen (Fisher)

Farbeklvetten (Fisher)

Rotihistol (C. Roth, Nr. 6640.1)

Ethanol, verschiedene Konzentrationen (Klinikumsapotheke GielRen)

H,O, 30 % (Nr. 1.08597., Merck), 1:10 in Aqua destillata (Klinikumsapotheke
Giel3en) verdiinnt

PBS (Nr. 3613, BAG)

Kaninchen-Normalserum (Nr. X-0902, Dakopatts, Hamburg)

Insulinantikdrper (Nr. A-0564, Dakopatts, Hamburg)

Bruckenantikdrper (Nr. Z-0108, Dakopatts, Hamburg)

PAP-Komplex guinea pig (Nr. 623-005-025, Dianova, Hamburg)

Tris-Puffer: 6 g Tris (Nr. 1.08382.0500, Merck, Darmstadt) in 1 | NaCl 0,9 % (B.
Braun, Melsungen) I6sen, mit 6 N HCI auf pH 7,6 einstellen

DAB-Substratldsung: 6 mg 3,3 Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (Nr. 32750,
Fluka) in 10 ml 0,05 M Tris-Puffer l6sen, 0,1 ml H,O, 3 % (Nr. 1.08597, Merck,
Darmstadt) hinzugeben

Mayers Hamalaunlésung (Nr. 9249, Merck, Darmstadt)

Glyceringelatine (Nr. 9242, Merck, Darmstadt)

Deckglaser 24 x 50 mm (Menzel-Glaser, Braunschweig)

2.1.9 Blutzuckerbestimmung

Die Bestimmung des Blutzuckerspiegels erfolgte immer postprandial. Nach
Punktion der Schwanzspitze wurde Blut in eine Kapillare aufgenommen und die
Blutglukosekonzentration mit dem ,Glucose-Analyser 2“ der Firma Beckmann
bestimmit.

Das Prinzip der Glukosemessung basierte auf der Reaktion von Glukose und
Sauerstoff zu Glukonséaure und Wasserstoffperoxid mit Hilfe von Wasser und
des Enzyms Glukoseoxydase. Die Sauerstoffkonzentration wurde fortlaufend
gemessen, wobei das Maximum der Abnahmegeschwindigkeit der

Glukosekonzentration direkt proportional war.
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2.1.10 Bestimmung des Korpergewichts

Die Kontrolle des Korpergewichts erfolgte bei allen Tieren im postprandialen
Zustand jeweils zur gleichen Tageszeit. Dazu wurden die Tiere in eine

Boxwaage (Wagebereich bis 2000 g) gesetzt und das Gewicht abgelesen.

Material:

Boxwaage (Soehnle)

2.1.11 Metabolischer Status bei Versuchsende
21111 Untersuchung im Stoffwechselkafig

Die Untersuchungen im Stoffwechselkafig wurden bei jeder Ratte vierzehn und
sieben Tage vor dem Explantationsdatum fiur jeweils 24 Stunden
vorgenommen.

Der Gitterboden der Kafige ermoglicht es, Urin und Kot getrennt zu sammein.
Futter stand den Tieren ad libitum zur Verfigung. Das Wasser wurde Uber eine

Trinkflasche gegeben.

2.1.11.11 Bestimmung der Trinkmenge

Die Trinkflaschen wurden zu Beginn der Untersuchung gefullt und gewogen und
nach 24 Stunden erneut gewogen. Aus der Differenz konnte die Trinkmenge
berechnet werden.

2.1.11.1.2 Bestimmung von verschiedenen Parametern im Urin

Das Urinvolumen konnte an der Skalierung des Sammelgefal3es abgelesen
werden. Bis zu weiteren Untersuchungen wurde der Urin portioniert und

beschriftet eingefroren.

Mit Hilfe von Combur®-Stix sollten orientierend verschiedene Parameter, wie
zum Beispiel pH-Wert, Ketonkorper, Leukozyten bestimmt werden, die
Ergebnisse der Pilotversuche zeigten jedoch eine zu geringe Sensitivitat des

Testes fur die vorliegende Fragestellung.
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Mit Hilfe der Hexokinase-Methode wurde die Glukosemenge im Sammelurin
bestimmt.

Die Bestimmung der Albuminurie erfolgte nephelometrisch durch Prof. Dr.

Schleicher, Medizinische Klinik Abt. IV der Universitat Ttbingen.

Gerate und Reagenzien:

Combur™’-Test (Nr. 1203479, Boehringer, Mannheim)

2.1.11.2 Bestimmung von Inselhormonen im Serum

Die Bestimmung der Seruminsulinkonzentration erfolgte radioimmunologisch.
Hierzu wurde das bei der Explantation gewonnene Blut zentrifugiert und das
Serum zundachst eingefroren. Spater wurde nach Aufbereitung der Proben mit
Hilfe des ,Rat insulin RIA kit (Cat. # RI-13K) der Firma Linco die
Seruminsulinkonzentration bestimmit.

Zur Bestimmung der Serumglukagonkonzentration wurde in &hnlicher Weise
vorgegangen. Bei der Explantation wurde Blut in ein Trasylo-EDTA-Plasma-
Rohrchen abgenommen und das Plasma nach Zentrifugation eingefroren.
Entsprechend der Anleitung des ,Glucagon RIA kit* (Cat. # GL-32K) der Firma

Linco wurde die Glukagonkonzentration in den Proben bestimmt.

2.1.12 Fotodokumentation
Histologische Ergebnisse wurden mit einer Olympus BH 2Kamera, die dem

Fototubus des Mikroskops aufgeschraubt wurde, auf einen Kodak Ectachrome
64 T Film photographiert.

2.1.13 Statistische Methoden

Fir alle untersuchten Parameter wurden im Rahmen der deskriptiven Statistik
sowohl der arithmetische Mittelwert als auch die einfache Standardabweichung
der Ergebnisse berechnet.

Der statistische Vergleich der Daten zweier Tiergruppen zur Uberprifung einer

Unterschiedshypothese, das heil3t die Ermittlung der Signifikanz eines
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festgestellten Unterschiedes, erfolgte durch Anwendung der Varianzanalyse
(ANOVA) und des Dunn-Multiple-Comparisons Tests sowie des Scheffe Tests
auf einem Signifikanzniveau von p< 0,05.

Die Auswertung erfolgte unter Mitarbeit des Instituts fir Medizinische Informatik

der Justus-Liebig-Universitat in Giel3en.

2.2 Versuchsgruppen

Um Unterschiede zwischen den Lieferungen auszuschlielen, wurden die Tiere
innerhalb einer Lieferung nach dem Zufallsprinzip auf die Versuchsgruppen
aufgeteilt.

Es gab zwei Transplantationsgruppen. Zum einen diabetische Lewis-Ratten,
denen mikroverkapselte syngene Inseln intraperitoneal transplantiert wurden
und zum anderen Streptozotocin-diabetische Tiere, denen Lewis-Inseln unter
die Nierenkapsel transplantiert wurden.

Die drei  Kontrollgruppen  wurden  gebildet von einer  Gruppe
stoffwechselgesunder Lewis-Ratten, einer Gruppe Streptozotocin-diabetischer

Ratten und den Tieren, die mit Insulin behandelt wurden.

2.3 Metabolische Verlaufsparameter

23.1 Blutzucker

Der Blutzucker wurde bei allen Tieren nach Streptozotocin-Gabe alle 3-4 Tage
bis zur Transplantation gemessen. Wurden die Tiere nicht transplantiert,
sondern der diabetischen Kontrollgruppe zugeteilt, so wurde der Blutzucker bis
zum Versuchsende wochentlich kontrolliert.

Nach der Transplantation, sowohl unter die Nierenkapsel als auch
intraperitoneal, wurde bei den Ratten die Blutglukose in den ersten vier Wochen
alle 3-4 Tage bestimmt, danach einmal in der Woche.

Bei den gesunden Tieren erfolgten die Blutzuckerkontrollen wéchentlich.
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2.3.2 Korpergewicht

Das Korpergewicht aller diabetischen Tiere wurde wdchentlich bestimmt.
Wurden die Tiere der diabetischen Kontrollgruppe zugeteilt oder transplantiert
so wurden die Tiere bis zum Tag 28 alle 3-4 Tage gewogen, danach einmal in
der Woche.

Die Gewichtskontrolle der gesunden Tiere erfolgte wochentlich.
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3.0 Ergebnisse

31 Diabetesinduktion

Zur Dokumentation der diabetischen Stoffwechsellage wurden bei den Tieren
nach Streptozotocin-Gabe bis zum Zeitpunkt der Transplantation einmal

wochentlich Blutzucker und Gewicht kontrolliert.

Bereits bei der ersten Messung nach Diabetesinduktion lag der Blutzucker bei
333,29 £ 72,44 mg/dl, mit einem Minimum von 181 mg/dl. Zwei Wochen spater
betrug das Minimum 264 mg/dl, das heil3t alle Tiere zeigten eine deutliche
diabetische Stoffwechsellage. Bis zur Transplantation konnte ein mittlerer

Blutzucker von 418,24 + 92,89 mg/dl gemessen werden.

Das Korpergewicht nahm nach Streptozotocin-Gabe deutlich ab. Es betrug bei
der ersten Messung 262,12 + 23,12 g und fiel bis zur Transplantation auf
232,03 + 25,86 g ab.

Des weiteren anderte sich mit zunehmender Dauer des Diabetes das Aussehen
der Tiere; das Fell wurde struppig und stumpf. AuRerdem fiel eine verminderte

Aktivitdt der diabetischen Ratten auf.
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Blutzucker (mg/dl) Korpergewicht (g)

Vor STZ 66,67 £ 11,64 290,00 + 38,10
Woche 1 333,29+ 72,44 262,12 + 23,12
Woche 2 377,26 £ 77,20 257,71 + 20,50
Woche 3 395,33 + 79,98 250,84 + 20,83
Woche 4 402,51 + 90,44 241,57 + 23,02
Woche 5 419,74 + 88,46 236,61 + 23,86
Woche 6 418,24 + 92,89 232,03 + 25,86
Abbildung 1

Verlauf von Blutzucker und Kérpergewicht vor und nach Diabetesinduktion mit

Streptozotocin (STZ); erfasst wurden im Mittel 26 Tiere

3.2 Isolierung von Inseln

Die Inseln befanden sich nach der Zentrifugation mit den Dextranlayern
unterschiedlicher Dichte zwischen den Gradienten mit der spezifischen Dichte
1,083 g/cm® und 1,098 g/cm®. Nach dem Abtragen dieser Schicht musste das
endokrine Gewebe unter einem Lupenmikroskop von duktalem Gewebe
getrennt werden.

Durchschnittlich konnten aus einem Organ etwa 400-450 Inseln gewonnen
werden, die unter dem Lupenmikroskop zum grof3ten Teil abgerundet und

morphologisch intakt erschienen.

3.3 Kultur Langerhansscher Inseln

Die unter sterilen Bedingungen isolierten Langerhansschen Inseln wurden unter

Standardbedingungen kultiviert.

Bei Transplantation freier Inseln unter die Nierenkapsel erfolgte die Kultur Gber
Nacht. Sollten die Inseln mikroverkapselt und anschliel3end intraperitoneal
transplantiert werden, so wurden sie nach der Isolation zunéchst Uber Nacht

kultiviert, dann verkapselt und erneut tiber Nacht kultiviert.
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Sowohl nach 24stiindiger als auch nach 48stundiger Kultivierung konnten viable
Inseln transplantiert werden, was durch die Senkung des Blutzuckers nach der

Transplantation dokumentiert wurde.

3.4 Mikroverkapselung

Einen Tag nach der Isolation wurden die Inseln mikroverkapselt, das heil3t mit
einer Alginat-Matrix umgeben. Zum grofl3ten Teil gelang es, die Inseln einzeln
zu verkapseln, so dass sich in einem Bead eine Langerhans-Insel befand.
Selten wurden zwei Inseln in einem Alginat-Bead eingeschlossen. Einige Beads
enthielten keine Inseln.

Die durchschnittliche Groél3e eines Beads betrug 0,6-0,7 mm.

35 Histologische Beurteilung

351 Pankreas

Die histologische Beurteilung der Langerhans-Inselzellen erfolgte in der PAP-

Anti-Insulin-Farbung.

In den Pankreata der Normalkontrolltiere farbten sich viele Inseln, bestehend
aus jeweils einigen Inselzellen, als Hinweis auf die Bildung von Insulin
spezifisch an. Pro Schnitt waren etwa funf Langerhans-Inseln mit Insulin-

Produktion zu sehen.

Allerdings wurden zwischen den Transplantationsgruppen und den
langzeitdiabetischen Tieren keine Unterschiede festgestellt. Die Behandlung mit
Streptozotocin fuhrte nicht zu einer Zerstérung samtlicher B-Zellen, sondern es

lielRen sich bei allen Tieren vereinzelte insulinspeichernde Zellen nachweisen.

Hinweise auf ein signifikantes Recruitment von Inselzellen nach Streptozotocin-

Gabe konnten demnach nicht gefunden werden.
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Abbildung 2

Ausschnitt aus dem Pankreas einer gesunden, nicht diabetischen Ratte; in
der PAP-Anti-Insulin-Farbung  spezifische Anfarbung der gesamten
Langerhans-Insel; VergroRerung 200fach

Abbildung 3

Ausschnitt aus dem Pankreas einer mit mikroverkapselten Inselzellen
intraperitoneal transplantierten Ratte; von der Langerhans-Insel ist nur ein
Teil in der PAP-Anti-Insulin-Farbung spezifisch angefarbt; kein Hinweis fur
Recruitment nach Induktion des Diabetes mit Streptozotocin; Vergré3erung
200fach
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3.5.2 Histologie des Transplantats

Die Beurteilung der Transplantate erfolgte zum einen in der Hamatoxilin-Eosin-

Farbung und zum anderen in der PAP-Anti-Insulin-Farbung.

Zum einen wurden in Fibrin eingebettete intraperitoneal transplantierte
mikroverkapselte Inselzellen, sowie Biopsien von Fettgewebe mit adharenten
mikroverkapselten Inseln und zum anderen Nieren mit transplantierten Inseln

untersucht.

Sowohl bei den mikroverkapselten Inseln in Fibrineinbettung als auch bei den
Biopsien zeigten sich in beiden Farbungen ein bis zwei Langerhans-Inseln pro
Bead. In der PAP-Anti-Insulin-Farbung kam es zur Anfarbung der Inselzellen als
Hinweis auf eine stattfindende Insulin-Produktion. Nur wenige Inselzellen
farbten sich nicht spezifisch an. Die Inselzellen erschienen insgesamt etwas
kleiner als zum Zeitpunkt der Transplantation, vereinzelt konnten zentrale
Nekrosen nachgewiesen werden. Einige Inselzellen zeigten auch periphere
Nekrosen. Eine Gewebereaktion auf die Beads, zum Beispiel als Einscheidung,

konnte nur in wenigen Fallen beobachtet werden.

Bei den transplantattragenden Nieren konnten schon in der Hamatoxilin-Eosin-
Farbung die Langerhans-Inseln unter der Nierenkapsel zur Darstellung
gebracht werden. Der Nachweis der Insulin-Produktion gelang mit der PAP-

Anti-Insulin-Farbung, in der sich die Inselzellen spezifisch anfarbten.
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Abbildung 4
Mikroverkapselte  Langerhans-Insel in  einer Biopsie aus dem
intraperitonealen Fettgewebe; in der PAP-Anti-Insulin-Farbung deutliche

spezifische Anfarbung der Inseln; VergréRerung 200fach

Abbildung 5
Biopsie aus dem intraperitonealen Fettgewebe einer mit mikroverkapselten

Inseln intraperitoneal transplantierten Ratte; leere Kapsel (=Bead) umgeben
von einem Fibrosesaum, starkste gesehene fokale Reaktion; Vergrof3erung
200fach
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Abbildung 6

In Fibrin eingebettete intraperitoneal transplantierte mikroverkapselte
Inselzellen (=Clot); zwei Inseln in einer Kapsel mit spezifischer Anfarbung in
der PAP-Anti-Insulin-Farbung zum  Nachweis der Insulinproduktion;

Vergrof3erung 200fach

Abbildung 7
Transplantierte Inselzellen unter der Nierenkapsel; spezifische Anfarbung in
der PAP-Anti-Insulin-Farbung zum  Nachweis der Insulinproduktion;

VergroRerung 100fach
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353 Nephropathie

Zur Beurteilung der diabetischen Nephropathie erfolgte die Farbung mit
Perjodsaure-Schiff-Reagens. Hierbei werden glykogenhaltige Bestandteile der
Zellen rot angefarbt.

Bei den langzeitdiabetischen Tieren fielen tropfchenférmige Anfarbungen
innerhalb der Tubuli auf, die sich bei den erfolgreich transplantierten Tieren
seltener fanden.

Es konnten jedoch weder zwischen den verschiedenen
Transplantationsgruppen noch zwischen den langzeitdiabetischen Tieren und
der stoffwechselgesunden Kontrollgruppe signifikante Unterschiede festgestellt

werden.

Abbildung 8

Niere eines unter die Nierenkapsel transplantierten Tieres; in der PAS-
Farbung  kaum  Nachweis  glykogenhaltiger  Zellbestandteile  der
Tubuli; VergrofRerung 200fach
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3.6 Versuchsgruppen

Die Gruppe der Langzeit-Insulinbehandelten Tiere musste bereits nach wenigen
Wochen Versuchsdauer aufgegeben werden.

Zum einen konnte mit der Insulintherapie nur eine Senkung des Blutzuckers
von wenigen Stunden erreicht werden. Zum anderen starben die Tiere dieser
Gruppe bereits nach wenigen Wochen an Infektionen, die eventuell auch durch

die Insulin-Injektionen verursacht wurden.

Bei den unter die Nierenkapsel transplantierten Tieren zeigte sich bereits
wenige Tage nach der Transplantation eine Aufspaltung in zwei Gruppen.

Die eine Gruppe zeigte eine erfolgreiche Transplantation, die durch eine
Blutzuckersenkung unter 200 mg/dl definiert, sowie durch eine
Gewichtszunahme charakterisiert war. Diese Ratten wurden in die Gruppe der
Transplantation unter die Nierenkapsel aufgenommen.

Konnte innerhalb von 17 Tagen nach Transplantation keine Normalisierung des
Blutzuckers erreicht werden, so wurden diese Tiere der Gruppe der
Partialerfolge zugeteilt. Auch im weiteren Verlauf konnte bei diesen Tieren
keine Normoglykamie nachgewiesen werden, es kam jedoch zu einer Zunahme

des Gewichts sowie einer deutlichen klinischen Besserung.

3.7 Metabolische Verlaufsparameter

3.7.1 Blutzucker

In der stoffwechselgesunden Kontrollgruppe blieb der Blutzucker vom
Versuchsanfang bis zum Ende identisch. Am Tag O wurde ein Mittelwert von
66,67 £ 11,64 mg/dl gemessen, am Tag 168 betrug der Mittelwert 66,8 + 8,08

mg/dl.
In der Gruppe der langzeitdiabetischen Tiere wurde am Tag O ein Blutzucker

von 389,14 * 18,01 mg/dl gemessen, am 63. Tag 420,79 + 19,45 mg/dl, am
119. Tag 396,29 + 22,5 mg/dl und gegen Ende des Versuchszeitraumes am
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Tag 168 ein Blutzucker von 381,67 = 41,08 mg/dl. Der Blutzucker der
langzeitdiabetischen  Ratten war damit wahrend des gesamten
Versuchszeitraumes nahezu gleich hoch und etwa sechs-fach héher als in der

Gruppe der Normalkontrolltiere.

Bei den mit Partialerfolg unter die Nierenkapsel transplantierten Tieren betrug
der Blutzucker am Tag 0, das heil3t am Tag der Transplantation, 479,25 + 39,08
mg/dl. Im weiteren Verlauf fiel der Wert auf 320,50 = 34,59 mg/dl am Tag 63
und auf 245,00 £ 25,96 am Tag 119. Der definierte Transplantationserfolg von
200 mg/dl wurde in dieser Gruppe jedoch auch bis zum Ende der
Versuchsdauer nicht erreicht (Blutzucker am Tag 168 251,25 + 56,36 mg/dl).

Vergleicht man die beiden erfolgreich transplantierten Gruppen miteinander, so
fallt bei den intraperitoneal transplantierten Ratten im Zeitraum kurz nach der
Transplantation ein starkerer Blutzuckerabfall auf, namlich von 451,42 + 62,22
mg/dl auf 94,62 * 35,61 mg/dl am 63. Tag. Bei den Tieren, die unter die
Nierenkapsel transplantiert wurden, zeigte sich ein Abfall von 324,50 + 22,69
mg/dl auf 83,70 + 18,21 mg/dl im gleichen Zeitraum. Mit zunehmender
Versuchsdauer zeigte sich jedoch ein deutlich unterschiedlicher Blutzucker-
Verlauf. Ratten mit mikroverkapselten Inseln hatten am 119. Tag nach
Transplantation einen Blutzucker von 121,15 + 16,43 mg/dl und am 168. Tag
von 185,54 £ 13,26 mg/dl. Bei Tieren nach Transplantation freier Inseln unter
die Nierenkapsel wurde am 119. Tag ein Blutzucker von 80,40 + 10,51 mg/dI
gemessen und am 168. Tag von 84,00 + 11,86 mg/dl. Vergleicht man also die
Blutzuckerverlaufe der beiden erfolgreich transplantierten Gruppen miteinander,

so findet sich ein deutlich signifikanter Unterschied (p < 0,001).
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Abbildung 9

Blutzuckerverlauf von Normaltieren (Norm; n=10),
langzeitdiabetischen Tieren (LSTZ; n=14), mit mikroverkapselten
Inseln intraperitoneal transplantierten Tieren (MC-Syn; n=13) und
mit vollem (Syn-NK; n=10) und partiellem Erfolg unter die

Nierenkapsel transplantierten Ratten (Syn-NK part; n=4)

3.7.2 Korpergewicht

Das Korpergewicht der Tiere der stoffwechselgesunden Kontrollgruppe lag bei
Versuchsbeginn bei 290 + 38,1 g und stieg gegen Versuchsende auf 458,7 +

23,07 g an. Das entspricht einer durchschnittichen Gewichtszunahme von
183,5 + 33,49 g.

Die langzeitdiabetischen Tiere hatten vor Induktion des Diabetes mit
Streptozotocin ein @hnliches Gewicht wie die Ratten der stoffwechselgesunden
Kontrollgruppe, nahmen jedoch im gleichen Zeitraum bis auf 222,08 + 32,43 g
ab.

Allen Transplantationsgruppen ist ein Gewichtsanstieg gemeinsam, der jedoch
in der Gruppe der Ratten mit Transplantation freier Inseln unter die

Nierenkapsel mit Partialerfolg signifikant geringer war als in den beiden anderen
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Transplantationsgruppen (p < 0,05). Wahrend bei den Tieren mit
intraperitonealer Transplantation mikroverkapselter Inseln ein durchschnittlicher
Gewichtsanstieg von 190,63 + 43,15 g und in der Gruppe der erfolgreich unter
die Nierenkapsel transplantierten Tiere eine Gewichtszunahme von 2095 +
18,88 g zu verzeichnen war, betrug der Gewichtsanstieg bei den Ratten mit

Partialerfolg nur 99,67 + 70,28 g. Zwischen den beiden erfolgreichen

Transplantationsgruppen lie3 sich jedoch kein signifikanter Unterschied

nachweisen.
Gruppe Tagiébrpergewicht_(rggg =
Norm 290+ 38,1 458,7 + 23,07
LSTZ 229,64 + 27,27 229,6 16,11
MC-Syn 232,75 + 40,07 429,31 + 22,28
Syn-NK 220,1 £ 22,09 466,2 + 21,15
Syn-NK part | 242,67 + 11,93 341,25 + 56,15

Abbildung 10

Vergleich des Korpergewichts von Tieren mit intraperitonealer
Transplantation  mikroverkapselter Inseln  (MC-Syn; n=13),
Transplantation unter die Nierenkapsel mit vollem (Syn-NK; n=10)
und mit partiellem Erfolg (Syn-NK part; n=4), im Vergleich die
Gruppe der gesunden (Norm; n=10) und der langzeitdiabetischen
Tiere (LSTZ; n=14); die Diabetesindukton der transplantierten und
langzeitdiabetischen  Tiere  erfolgte am Tag -42, die

Transplantation am Tag O
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3.8 Metabolischer Status bei Versuchsende

3.8.1 Trinkmenge

Die Trinkmenge wurde Uber 24 Stunden gemessen und das Ergebnis zum

Kdrpergewicht der Tiere ins Verhaltnis gesetzt.

Schon wahrend des Versuchs fiel die hohe Trinkmenge der
langzeitdiabetischen Tiere auf, was sich in der Auswertung bestétigte. Die
langzeitdiabetischen Tiere tranken im Mittel 0,42 + 0,15 ml pro kg
Kdrpergewicht und Tag und unterschieden sich damit hochsignifikant von den
stoffwechselgesunden Kontrolltieren (Norm 0,06 + 0,02 ml/kg*d; p < 0,001).

Auch die unter die Nierenkapsel transplantierten Tiere (Syn-NK) unterschieden
sich bezuglich der Trinkmenge hochsignifikant von den langzeitdiabetischen
Kontrolltieren (Syn-NK 0,06 + 0,02 ml/kg*d versus LSTZ 0,42 = 0,15 ml/kg*d; p
< 0,001).

Zwischen den beiden Transplantationsgruppen lie3 sich ein signifikanter
Unterschied nachweisen. Die Trinkmenge der intraperitoneal transplantierten
Tiere (MC-Syn) betrug in 24 Stunden 0,15 %= 0,06 mil/kg (versus Syn-NK 0,06 +

0,02 mi/kg*d; p < 0,05).

Die Tiere, die frei intraperitoneal mit mikroverkapselten Inselzellen transplantiert
wurden, tranken trotz gutem Transplantationserfolg signifikant mehr als die

Tiere der Normalkontrollgruppe (MC-Syn 0,15 + 0,06 ml/kg*d versus Norm 0,06
+ 0,02 ml/kg*d, p < 0,05).

Zwischen den gesunden Tieren und den unter die Nierenkapsel transplantierten

Tieren liel3 sich kein signifikanter Unterschied nachweisen (Norm 0,06 + 0,02

ml/kg*d versus Syn-NK 0,06 + 0,02 ml/kg*d, p > 0,05).
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Abbildung 11

Durchschnittliche Trinkmenge in 24 Stunden von Normaltieren
(Norm; n=10), langzeitdiabetischen Kontrolltieren (LSTZ; n=10),
mit mikroverkapselten Inseln intraperitoneal transplantierten
Tieren (MC-Syn; n=13) und mit vollem (Syn-NK; n=10) und
partiellem Erfolg unter die Nierenkapsel transplantierten Ratten

(Syn-NK part; n=4) am Versuchsende

3.8.2 Urinvolumen

Die Messung des Urinvolumens erfolgte Uber 24 Stunden im Stoffwechselkéfig.

Das Ergebnis bezieht sich zum besseren Vergleich auf kg Kérpergewicht.

Bei den stoffwechselgesunden Kontrolltieren wurde eine 24-Stunden-
Urinmenmge von 0,03 £ 0,004 ml/kg*d gemessen. Dieser Wert unterschied sich
hochsignifikant von den langzeitdiabetischen Tieren (LSTZ 0,37 + 0,11 ml/kg*d,
p < 0,001).

Auch im Vergleich von Normaltieren zu intraperitoneal transplantierten Tieren

fand sich ein signifikanter Unterschied (Norm 0,03 + 0,004 ml/kg*d versus MC-
Syn 0,12 + 0,05 ml/kg+*d, p < 0,05).
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Vergleicht man die Urinmenge der Tiere, denen Inselzellen unter die
Nierenkapsel transplantiert wurden, mit der der gesunden Tiere, so zeigt sich
kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen (Syn-NK 0,03 =
0,02 ml/kg*d versus Norm 0,03 + 0,004 ml/kg*d, p > 0,05).

Zwischen den beiden erfolgreichen Transplantationsgruppen ist ein signifikanter
Unterschied zugunsten der unter die Nierenkapsel transplantierten Tiere
nachzuweisen (MC-Syn 0,12 £ 0,05 ml/kg*d versus Syn-NK 0,03 = 0,02
mil/kg*d, p < 0,05).
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Abbildung 12

Urinvolumen in 24 Stunden von Normaltieren (Norm; n=10),
langzeitdiabetischen Kontrolltieren (LSTZ; n=10), mit
mikroverkapselten Inseln intraperitoneal transplantierten Tieren
(MC-Syn; n=13) und mit vollem (Syn-NK; n=10) und partiellem
Erfolg unter die Nierenkapsel transplantierten Ratten (Syn-NK

part; n=4) am Versuchsende
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3.8.3 Glukosurie

Die Bestimmung der Glukosurie erfolgte aus dem 24-Stunden-Sammelurin.

Wie erwartet fand sich bei den gesunden Tieren kaum Glukose im Urin (0,01 +

0,003 mg/kg*d). Die Glukosurie der unter die Nierenkapsel transplantierten

Tiere war annahernd genauso hoch, sie lag bei 0,009 + 0,003 mg/kg*d. Somit

fand sich zwischen diesen beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied (p >
0,005).

Die hochsten Messwerte wurden bei den langzeitdiabetischen Tieren gemessen
(31,02 £ 8,97 mg/kg*d), wobei weder der Unterschied zu den Tieren mit
partiellem Transplantationserfolg (24,03 + 11,66 mg/kg*d) noch der zu den

intraperitoneal transplantierten Tieren (11,97 + 5,32 mg/kg*d) signifikant war.

Vergleicht man die beiden erfolgreichen Transplantationsgruppen miteinander,
so wurde bei den Tieren mit intraperitoneal mikroverkapselten Inselzellen die

hohere Glukosemenge im Urin gemessen (MC-Syn 11,97 + 5,32 mg/kg*d
versus Syn-NK 0,009 + 0,003 mg/kg*d, p < 0,05).
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Abbildung 13

Glukosurie in 24 Stunden von langzeitdiabetischen Kontrolltieren
(LSTZ; n=10), mit mikroverkapselten Inseln intraperitoneal
transplantierten Tieren (MC-Syn; n=13) und mit partiellem Erfolg
unter die Nierenkapsel transplantierten Ratten (Syn-NK part; n=4)

am Versuchsende

384 Albuminurie

Die Albuminurie der stoffwechselgesunden Kontrolltiere lag in 24 Stunden im
Mittel bei 0,28 * 0,26 mg/kg. Diese Menge unterschied sich nicht signifikant von

den Werten, die bei den unter die Nierenkapsel transplantierten Tieren
gemessen wurden (0,29 + 0,22 mg/kg*d, p > 0,05).

Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch beim Vergleich der beiden
erfolgreichen Transplantationsgruppen miteinander (MC-Syn 2,47 + 3,43

mg/kg*d versus Syn-NK 0,29 + 0,22 mg/kg*d, p < 0,05).

Vergleicht man die Ergebnisse der Albuminurie der Normaltiere mit denen der

intraperitoneal transplantierten Ratten, so lassen sich deutlich signifikante
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Unterschiede nachweisen (MC-Syn 2,47 + 3,43 mg/kg*d versus Norm 0,28 *
0,26 mg/kg*d, p < 0,01).

Zwischen den langzeitdiabetischen Tieren mit einer Albuminurie von 2,81 +
1,95 mg/kg*d und den Ratten der Normalkontrollgruppe (0,28 + 0,26 mg/kg*d)
war der Unterschied hochsignifikant (p < 0,001).
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Abbildung 13
Albuminurie in 24 Stunden von Normaltieren (Norm; n=10),
langzeitdiabetischen Kontrolltieren (LSTZ; n=11), mit
mikroverkapselten Inseln intraperitoneal transplantierten Tieren
(MC-Syn; n=11) und mit vollem (Syn-NK; n=8) und partiellem
Erfolg unter die Nierenkapsel transplantierten Ratten (Syn-NK
part; n=5) am Versuchsende
3.85 Seruminsulinkonzentration

Die Messung des Seruminsulins erfolgte radioimmunologisch zum Zeitpunkt der

Explantation.
Hochsignifikante Unterschiede ergaben sich sowohl beim Vergleich der

langzeitdiabetischen mit den gesunden Tieren (LSTZ 0,36 + 0,18 ng/ml versus

Norm 4.97 + 3,08 ng/ml, p < 0,001) als auch zwischen langzeitdiabetischen und
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unter die Nierenkapsel transplantierten Ratten (LSTZ 0,36 + 0,18 ng/ml versus
Syn-NK 3,48 + 1,07 ng/ml, p < 0,001).

Zwischen den intraperitoneal transplantierten Tieren und der
langzeitdiabetischen  Kontrollgruppe fanden sich  deutlich  signifikante
Unterschiede (MC-Syn 2,12 + 0,18 ng/ml versus LSTZ 0,36 = 0,18 ng/ml, p<

0,01).

Weder zwischen den Transplantationsgruppen noch zwischen den gesunden
Tieren und den beiden erfolgreichen Transplantationsgruppen lie3en sich

signifikante Unterschiede nachweisen.

Gruppe Seruminsulin (ng/ml)
Norm 4,97 + 3,08
LSTZ 0,36 + 0,18
MC-Syn 2,12 +1,07
Syn-NK 3,48+ 1,6
Syn-NK part 1,35+ 0,65
Tabelle 3

Seruminsulinkonzentration der gesunden (Norm;
n=10) und langzeitdiabetischen Kontrollgruppe
(LSTZ; n=12), sowie der mit mikroverkapselten
Inseln intraperitoneal transplantierten Tiere (MC-
Syn; n=13) und der mit vollem (Syn-NK; n=10)
und partiellem Erfolg unter die Nierenkapsel
transplantierten Ratten (Syn-NK part; n=4) zum

Explantationszeitpunkt

3.8.6 Serumglukagonkonzentration

Die Bestimmung des  Serumglukagons erfolgte  ebenfalls zum

Explantationszeitpunkt mittels radioimmunologischer Messungen.

-49 -



Deutlich  signifikante Unterschiede lieBen sich lediglich zwischen der
langzeitdiabetischen Kontrollgruppe und den intraperitoneal transplantierten
Tieren nachweisen (LSTZ 147,48 + 42,84 pg/ml versus MC-Syn 85,9 + 11,63
pg/ml, p < 0,001).

Die Unterschiede zwischen den stoffwechselgesunden Tieren (87,02 * 25,45

pg/ml) und den erfolgreich unter die Nierenkapsel transplantierten Ratten (85,9
+ 11,63 pg/ml) einerseits und den langzeitdiabetischen Tieren (147,48 + 42,84

pg/ml) andererseits waren signifikant (p < 0,05).

Weder zwischen den Transplantationsgruppen noch im Vergleich der
transplantierten Tiere mit der stoffwechselgesunden Kontrollgruppe lie3en sich

signifikante Unterschiede nachweisen.

Gruppe Serumglukagon (pg/ml)
Norm 87,02 £ 25,45
LSTZ 147,48 £ 42,84
MC-Syn 80,05 + 20,26
Syn-NK 85,9+ 11,63
Syn-NK part 105,73 + 36,5
Tabelle 4

Serumglukagonwerte der gesunden (Norm; n=10)
und der langzeitdiabetischen  Kontrollgruppe
(LSTZ; n=11), sowie der mit mikroverkapselten
Inseln intraperitoneal transplantierten Tiere (MC-
Syn; n=11) und der mit vollem (Syn-NK; n=9) und
partiellem Erfolg unter  die Nierenkapsel
transplantierten Ratten (Syn-NK part; n=4) zum

Explantationszeitpunkt
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4.0 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung metabolischer
Parameter nach syngener, dystoper Transplantation von Langerhans-
Inselzellen. Sowohl nach Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel
als auch nach intraperitonealer Transplantation mikroverkapselter Inseln wurde
das Transplantationsziel, das heil3t ein Blutzucker unter 200 mg/dl, erreicht.
Anhand verschiedener metabolischer Parameter konnte am Versuchsende
gezeigt werden, dass das Auftreten diabetischer Spatschaden durch die
Transplantation von Inselzellen verhindert werden kann. Es fiel auf, dass die
Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel Uber den
Beobachtungszeitraum von 180 Tagen der Transplantation mikroverkapselter
Inseln in die Bauchhohle Uberlegen war. Dies wurde vor allem gegen Ende der

Versuchsdauer deutlich.

4.1 Das experimentelle Rattenmodell

Der metabolische Verlauf und die Spatkomplikationen des Diabetes wurden an
einem Tiermodell untersucht, an dem beides standardisiert darstellbar und

untersuchbar ist.
Auch fur die hier im Besonderen untersuchte diabetische Nephropathie ist die
Streptozotocin-diabetische Ratte ein gutes Tiermodell zur Untersuchung der

Pathogenese der Spatkomplikationen (14, 19).

4.2 Der Streptozotocin-induzierte Diabetes als Modell fur den

Typ-I-Diabetes

Zur Induktion eines Diabetes bei den verwendeten Lewis-Ratten wurde

Streptozotocin in einer Dosierung von 65 mg/kg Korpergewicht verwendet.
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Nach Injektion von Streptozotocin kommt es innerhalb von 24 Stunden zu einer
deutlichen Reduktion der Insulin-Freisetzung nach Applikation von Glukose.
Morphologisch zeigt sich eine Zerstérung nahezu aller BZellen des Pankreas
(72).

Entsprechend zeigten alle unsere Versuchstiere Symptome der manifesten
Hyperglykdmie. Durch die Katabolie mit vermehrter Proteolyse und Lipolyse
kommt es bei den Tieren zu einem erheblichen Gewichtverlust (36, 62, 84,

106). Dieser liel3 sich auch bei unseren Tieren nachvollziehen.

In der Literatur wird bereits nach Injektion von 50 mg Streptozotocin pro kg

Kdrpergewicht eine persistierende Hyperglykamie beschrieben (36).

Nach einigen Monaten beobachtet man Adenome der Nierenrinde, sowie ein

gehauftes Auftreten mesenchymaler Tumore (107).

Der Streptozotocin-induzierte Diabetes der Ratte entspricht metabolisch dem
Typ | Diabetes des Menschen und hat somit auch im Hinblick auf die
Spatkomplikationen Modellcharakter flr den insulinabhéngigen Diabetes des
Menschen (8).

4.3 Diabetische Spatschaden

Seit der Einfihrung von Insulin in die Therapie des Diabetes mellitus wird die
Prognose der Erkrankung nicht mehr durch Akutkomplikationen bestimmt,
sondern durch  Spatkomplikationen  wie  Nephropathie, Mikro- und

Makroangiopathie, Retinopathie und Neuropathie.

43.1 Nephropathie

Es soll im folgenden vor allem auf die diabetische Nephropathie eingegangen
werden, da diese im wesentlichen Ziel unserer Untersuchungen war. Ungefahr

30 % aller Typ | Diabetiker entwickeln eine diabetische Nephropathie. Dies zeigt
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sich zunachst in der Fruhform einer Mikroalbuminurie; hat sich diese etabliert,
so entwickeln 80 % dieser Patienten eine diabetische Nephropathie (13, 103).
In der Gruppe der dialysepflichtigen Patienten stellen Diabetiker 30 % (79). Die
steigende Mortalitat der Patienten mit diabetischer Nephropathie erklart sich
zum einen durch die sich entwickelnde Uramie, zum anderen durch die in
diesem Krankheitsstadium auch haufig bestehende Makroangiopathie mit allen

ihren Komplikationen (87).

Die Entwicklung der Nephropathie ist, sowohl beim Mensch als auch bei der
Ratte, multifaktoriell bedingt. Ursachen sind zum einen die Hyperglykdmie, zum
anderen genetische Determinanten bezlglich der Polymorphie der Enzyme, die
in den Metabolismus der extrazellularen Matrixproteine miteinbezogen sind (12,
67, 78).

Man unterscheidet frihe, noch reversible Veranderungen, und irreversible
Veradnderungen der Niere. Zundchst kommt es zu einer Grdfdenzunahme der
gesamten Niere und der einzelnen Glomeruli ohne strukturelle Verdnderungen
(12, 87). Sowohl zum Zeitpunkt der Transplantation diabetischer Tiere als auch
bei der Explantation der langzeitdiabetischen Ratten fielen die deutlich
vergroRerten Nieren der Tiere auf. Eine Messung des Nierengewichts erfolgte

in unserem Versuch jedoch nicht.

Bereits nach kurzzeitiger Hyperglykamie lasst sich ein erhohter Blutfluss und
ein ansteigender Druck im renalen Gefal3system nachweisen. Beides
normalisiert sich unter strikter Blutzuckerkontrolle wieder.

Entweder unabhéngig davon oder induziert durch diese frilhen Veranderungen
fuhrt eine weiterhin bestehende Hyperglykdmie zu irreversiblen Verdnderungen
(78). Die Reihenfolge der nun aufgefuhrten Veranderungen ist willktrlich, da die
genaue Abfolge bisher nicht bekannt ist (79).

Die glomeruldre Basalmembran bildet eine Filtrationsbarriere und besteht unter

anderem aus einem Kollagen-IV-Geflecht. Unter dem Einfluss einer
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Hyperglykdmie kommt es =zunéchst zu einer geringen Zunahme der
Bestandteile (41, 72). Im weiteren Verlauf sind sowohl in der Basalmembran als
auch in der mesangialen Matrix vermehrt Kollagen 1V, Laminin und Fibronectin
nachzuweisen. Das Auftreten von Kollagen Il bei spater diffuser
Glomerulosklerose ist als Zeichen der irreversiblen Veranderungen der
Glomerula zu sehen (67, 80). Bei zunehmender nodularer Glomerulosklerose
ist die glomeruléare Filtrationsrate durch Abnahme der Kapillaroberflache

verringert (69).

In unserem Versuch lieRen sich weder zwischen den verschiedenen
Transplantationsgruppen noch zwischen langzeitdiabetischen Tieren und
stoffwechselgesunden Ratten lichtmikroskopisch signifikante Unterschiede bei
der Beurteilung der Nieren nachweisen. Auch Brown hatte nach einer
Diabetesdauer von 30 Wochen lichtmikroskopisch keine Verdnderungen an den
Nieren nachweisen konnen, jedoch mit Hilfe der Immunfluoreszenz (12).
Ahnliche Ergebnisse beschreibt auch Rasch, der nach einer Diabetes-Dauer
von sechs Monaten keine lichtmikroskopischen Veranderungen im Sinne einer
Nephropathie hat zeigen kdnnen (75). In weiteren Versuchen misste anhand
unserer Praparate mit Hilfe immunhistologischer Methoden der Nachweis

ultrastruktureller Veranderungen noch erbracht werden.

Das klinische Korrelat der oben genannten morphologischen Veranderungen
sind Proteinurie und Albuminurie (50, 62, 63, 67). Auf die Ergebnisse unserer
Versuchsreihe in Bezug auf diese Parameter wird unter 4.6.4 naher
eingegangen. Der Mikroalbuminurie kommt dabei eine besondere Bedeutung
zu, da sie als pradiktiver Wert fur die spatere Entwicklung einer diabetischen
Nephropathie gewertet werden kann (87, 101). Im Hinblick hierauf sollte die
Screening-Untersuchung fir Mikroalbuminurie Bestandteil jeder jahrlichen

Untersuchung eines Diabetespatienten sein (104).

In  zahlreichen Studien wurde bisher belegt, dass durch eine gute

Stoffwechseleinstellung das  Auftreten  diabetischer  Spatkomplikationen
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verhindert bzw. friihe Stadien auch riickgdngig gemacht werden konnen (18,
26, 41, 63, 64, 76, 87).

4.4 Beeinflussung des metabolischen Verlaufs

4.4.1 Insulintherapie

Bei der Insulintherapie unterscheidet man die konventionelle von der
intensivierten Therapie. Bei der konventionellen Methode erfolgt die Insulingabe
ein- bis zweimal taglich. Ist ein Diabetiker mit der intensivierten Therapie
eingestellt, so erfordert das mehrfache tagliche Blutzuckerkontrollen und

Insulininjektionen.

Um die Insulintherapie mit der Inselzelltransplantation im Hinblick auf die
Ausbildung einer diabetischen Nephropathie zu vergleichen, wurden in unserem
Versuch diabetische Ratten mit Ultratard-Insulin, einem Verzégerungsinsulin,
therapiert. Nach Bestimmung des Nuchtern-Blutzuckers erfolgte die subcutane
Injektion der entsprechenden Menge Insulin. Die Ratten nahmen unter dieser
Therapie deutlich an Gewicht zu, es konnten jedoch jeweils nur kurzfristige
Blutzuckersenkungen erreicht werden. Die Tiere starben vor dem Ende der
Versuchsdauer an Infektionen, die mutmalfilich durch die haufigen Injektionen
verursacht wurden. Haughton hatte Uber einen Versuchszeitraum von zehn
Tagen diabetische Ratten mit verschiedenen Insulinen therapiert. Er konnte
ebenso eine Gewichtzunahme der Tiere beobachten. Es waren jedoch
deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Insulinen im Hinblick auf
das Erreichen der Normoglykdmie zu verzeichnen. Protamin-Zink Insulin erwies
sich als beste Therapiemdglichkeit, da mit einer Gabe pro Tag eine
Normalisierung des Blutzuckers erreicht werden konnte. Man muss also zu dem
Schluss kommen, dass nicht jedes Insulin zum Erreichen der Normoglykamie
bei Ratten geeignet ist (42).

Bei diabetischen Patienten wurden mittlerweile verschiedene Studien zum

Vergleich der konventionellen mit der intensivierten Insulintherapie
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durchgefiihrt. In der Oslo-Studie konnte bei den Patienten zwischen den beiden
Therapieschemata kein signifikanter Unterschied bezlglich der Albuminurie
nachgewiesen werden (27). Ursache dieses Studienergebnisses konnte die
kurze Studiendauer sein, da nachgewiesen wurde, dass ein Unterschied
zwischen beiden Therapieschemata erst nach einer Therapiedauer von
mindestens funf Jahren beurteilt werden kann, so dass die Studiendauer der

Oslo-Studie als zu kurz bewertet werden muss (92).

Die bisher grofdte Studie zur Untersuchung diabetischer Spétschéden bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ | war die Diabetes Control and
Complications Trial. In ihr wurden die konventionelle und die intensivierte
Insulintherapie einander gegenlbergestellt (91). Die Auswertung ergab
signifikante Unterschiede zwischen beiden Therapiegruppen. So konnte mit der
intensivierten Therapie das Auftreten einer Albuminurie, Mikroangiopathie und
Neuropathie deutlich reduziert werden. Insgesamt verzogert die intensivierte
Therapie das Auftreten diabetischer Spatkomplikationen oder verlangsamt
deren Fortschreiten. Nachteile gegeniber der konventionelle Therapie sind die
zwei- bis dreifach erhohte Hypoglykamierate, mit einem erhdhten
Verletzungsrisiko und der Gefahr der cerebralen Schéadigung, sowie die
schlechtere Lebensqualitat durch haufige Selbstkontrollen und Injektionen (26,
32,61, 92, 93).

Doch auch die intensivierte Insulintherapie vermag nicht die physiologische
Sekretion der Langerhans-Zellen des Pankreas nachzuahmen. Als kausale
Therapie des insulinabhangigen Diabetes mellitus muss die Transplantation

insulinproduzierenden Gewebes angesehen werden (83, 105).

442 Pankreastransplantation

Schon 1891 gab es die erste Veroffentlichung Uber eine extraabdominelle
Transplantation von Pankreasstticken, die bei Hunden kurzfristig die Symptome
des Diabetes nach Pankreatektomie verhindern konnte. Seitdem wurde die

Transplantation des Pankreas immer weiter entwickelt.
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Positiv ist mit Sicherheit die steigende Lebensqualitdt durch den Wegfall der
taglichen Insulininjektionen zu beurteilen (9, 10, 85). Ferner zeigen neuere
Untersuchungen, dass bei funktionierendem Transplantat das Fortschreiten der
diabetischen  Spatschaden  vermindert wird (9, 10, 53). Die
Pankreastransplantation ist auch heute noch eine komplexe Operation mit
groRem Risiko. Ein weiterhin ungelostes Problem ist die lebenslange
Immunsuppression, weshalb zur Zeit nur Patienten nach Nierentransplantation
(entweder simultan oder Pankreas- nach Nierentransplantation) transplantiert
werden (20, 58, 83). Wurden beide Organe gleichzeitig transplantiert, so sind
80 % der Patienten nach einem Jahr noch insulinunabhéngig (52, 88).

Da fur eine optimale Einstellung des Blutzuckers jedoch nur die B-Zellen des
Pankreas von Bedeutung sind, liegt der Schluss nahe auch nur diese Zellen zu
transplantieren. Zum einen bieten isolierte Inselzellen mehrere Mdoglichkeiten
zur Entwicklung von Strategien gegen eine Abstol3ungsreaktion, was eine
verminderte oder gar keine Immunsuppression zur Folge haben koénnte. Zum

anderen ist die Transplantation weniger invasiv (9, 53, 83).

4.4.3 Inselzelltransplantation

Auch fir die Transplantation von Inselzellen wurde bisher in mehreren
Versuchen im Tiermodell nachgewiesen, dass ein funktionierendes
Transplantat das Auftreten diabetischer Spéatschaden verhindern bzw.
verzogern kann (10, 29, 30). Gegenuber der Pankreastransplantation ergeben

sich jedoch einige Vortelile.

Zum einen ist die Inseltransplantation weniger invasiv (10, 20, 33), sie kann
zum Beispiel mittels Punktion und Applikation Uber einen Katheter in das
Portalvenenbett der Leber erfolgen (10, 30, 53). Trotz heterotoper Lage zeigen
syngen transplantierte Inselzellen die gleiche Reaktion bezuglich der
Insulinsekretion wie das endokrine Pankreas (37). Zum anderen bieten isolierte
Inselzellen Mdoglichkeiten zur Entwicklung von Strategien gegen eine
Abstol3ungsreaktion (9, 29, 53, 83). Bei in vitro Versuchen konnte durch Kultur
der Inselzellen bei 24 °C eine Reduktion der Immunogenitat allogener Inseln
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und somit ein verlangertes Transplantatiiberleben bei Nagetieren erreicht
werden (33).

Nach intraportaler Transplantation syngener Inselzellen konnte bei Ratten mit
einem Streptozotocin-induzierten Diabetes eine lebenslange Normoglykamie
erreicht werden (29, 33). Auch bei den Streptozotocin-diabetischen Ratten
unserer Versuche kam es nach Transplantation von Inselzellen unter die
Nierenkapsel zu einer langfristigen Senkung des Blutzuckers. Bis zum Ende
des Beobachtungszeitraums, der eine Zeitspanne von 180 Tagen nach
Transplantation umfasste, differierten die gemessenen Werte nicht von denen
der Normalkontrollgruppe. Ferner konnte eine deutliche Zunahme des
Korpergewichts nachgewiesen werden; das Koérpergewicht der transplantierten
Tiere war zum Versuchsende vergleichbar mit dem der Normalkontrollgruppe.
Bei einem Teil der Tiere blieb der Blutzuckerabfall unter Werte von 200 mg/dl
nach Transplantation jedoch aus. Eine Gewichtzunahme und eine klinische
Besserung der Tiere war jedoch trotzdem zu beobachten. Méglicherweise sind
technische Fehler die Ursache fiir das Ausbleiben des Transplantationserfolgs.
Denkbar ware eine Verletzung der Nierenkapsel bei der Transplantation und in

der Folge ein Ausschwemmen in die freie Bauchhdhle.

Fur die Inselzelltransplantation beim Menschen bleibt auch heute nur die
Mdoglichkeit der Immunsuppression zur Verlangerung des
Transplantatiberlebens (33, 83). Deshalb erfolgt die Transplantation von
Inselzellen bisher nur simultan oder nach einer Nierentransplantation (9 ,83).
Trotzdem liegt die Rate der insulinunabhangigen Patienten ein Jahr nach
Transplantation nur bei ca. 8 % (20, 30). Eine mdgliche Erklarung hierfur kdnnte
der schéadigende Effekt der Immunsuppression auf die transplantierten
Inselzellen sein (2, 94). Doch auch andere Ursachen sind denkbar.
Mdglicherweise ist die Zahl der transplantierten Inseln zu niedrig. Bereits im
Tierversuch konnte der Zusammenhang zwischen Zahl der transplantierten
Inselzellen und dem Transplantationserfolg gezeigt werden. Weiterhin scheint

die Ischamiezeit der Inseln vor der Transplantation zu lange zu sein (31).
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Weitere Probleme der Inselzelltransplantation sind die bisher wenig
standardisierte Isolierung und der Mangel an humanen Spenderorganen (81,
83, 111). Diese Probleme waren durch die Transplantation von Inselzellen in

immunseparierenden Membranen zu l6sen.

4431 Das Bioartifizielle Pankreas

Das Prinzip des Bioartifiziellen Pankreas besteht in ener raumlichen Trennung
von Transplantat und Empfangerorganismus. Immunseparierende Membranen
erlauben die Diffusion von Stoffen mit niedrigem Molekulargewicht, wie zum
Beispiel Glukose und Insulin, und verhindern die von Stoffen mit hoherem

Molekulargewicht (z.B. Immunglobuline).
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Modell des Bioartifiziellen Pankreas; die Langerhans-Insel wird durch eine immunseparierende

Membran vor einer Abstol3ungsreaktion geschiitzt
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Bei der Makroverkapselung werden eine Vielzahl von Inseln in ein von einer
Membran umgebenes Kompartiment eingebracht. Bei der Mikroverkapselung,
die auch bei unseren Versuchen Anwendung fand, werden einzelne Inseln von
einer Hydrogel-Membran oder Matrix aus meist komplexiertem Alginat

umgeben.

Es wurde in vitro und in vivo nachgewiesen, dass die Insulinsekretion
mikroverkapselter Inseln der freier Inseln entspricht (2, 90, 112). Sowohl nach
allogener als auch nach xenogener intraperitonealer Transplantation freier
Inselzellen konnte von mehreren Versuchsgruppen eine Transplantatabstof3ung
beobachtet werden. Nach Transplantation mikroverkapselter Inseln wurde

hingegen ein langeres Transplantatiiberleben beschrieben (28, 90, 110).

Ohgawara beschreibt nach intraperitonealer Transplantation von 3000
mikroverkapselten Inseln bei Streptozotocin-diabetischen Ratten das Erreichen
einer Normoglykamie fir 6 Monate, sowie einen Anstieg des Korpergewichts
(66). In unseren Versuchsreihen liel3 sich dieses Ergebnis nur annéhernd
nachvollziehen. Zwar wurden alle intraperitoneal transplantierten Tiere
normoglyk&misch, gegen Ende der Versuchsdauer stiegen die gemessenen
Blutzuckerwerte jedoch kontinuierlich an und lagen ab dem 119. Tag nach
Transplantation bei einigen Tieren Uber dem definierten Transplantationserfolg
von 200 mg/dl. Die mdglichen Ursachen hierfir werden unter 4.7 noch
diskutiert. Der Anstieg des Koérpergewichts unterschied sich nicht signifikant von
den unter die Nierenkapsel transplantierten Tieren, deren Blutzucker wéahrend

des gesamten Beobachtungszeitraumes nach Transplantation konstant blieb.

Die  Transplantation  mikroverkapselter Inseln induziert verschiedene
morphologische Reaktionen des Empfangers auf das Transplantat. Die
Auspragung dieser Reaktion ist im wesentlichen abhangig von der
Biokompatibilitat, die sich aus der Reaktion der Inselzellen auf das Material der
Kapsel und des Empfangers auf einerseits die Kapsel und andererseits das
verkapselte Material ergibt (83, 108). In der vorliegenden Arbeit wurde zum
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Ausschluss eventueller immunologischer Interaktionen syngen transplantiert.
Nach allogener und insbesondere nach xenogener Transplantation war in
anderen Arbeiten aul3erdem eine deutlich vermehrte peritoneale Reaktion
beobachtet worden. Morphologische Studien zur Reaktion auf verkapselte
syngene, allogene und xenogene Inselzellen konnten zeigen, dass die Reaktion
zunimmt je grolRer der Unterschied des transplantierten Gewebes ist (81). Die
Fremdkorperreaktion auf das Kapselmaterial koénnte durch Verwendung
korpereigenen Materials, wie zum Beispiel Chondrozyten, vermindert werden

(73). Dies musste in weiteren Untersuchungen noch evaluiert werden.

Auch wenn 1993 die erste erfolgreiche Transplantation mikroverkapselter
Inselzellen beim Mensch durchgefuhrt wurde, so stehen der verbreiteten
klinischen Anwendung dieser Methode noch einige Hindernisse im Weg: zum
einen die technische Herstellung kleiner Kapseln in ausreichend hoher Menge
und die noch notwendige Erforschung chemischer und mechanischer
Eigenschaften der Kapseln, zum anderen die Verlangerung der Uberlebenszeit
der Kapseln (24).

4.5 Histologie von Transplantat und Pankreas

Explantiert man transplantierte, mikroverkapselte Inselzellen wieder, so zeigen
sich zum einen intakte Kapseln und viable B-Zellen, zum anderen lasst sich
nachweisen, dass die Tiere nach der Explantation hyperglykdmisch werden und
das Korpergewicht abnimmt (66, 89). Auch in unserem Versuch waren die
mikroverkapselten Inseln nach Explantation noch intakt, es konnte in der PAP-
Anti-Insulin-Farbung eine spezifische Anfarbung gezeigt werden. Eine die
Kapsel umgebende Fibrose konnte nur in ganz wenigen Fallen nachgewiesen
werden, ebensowenig Nekrosen der Inselzellen. Kuhtreiber beschrieb bis zu 20
Monate nach xenogener Transplantation verkapselter Inselzellen noch viable
Inseln (54).
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Auch die Inselzellen, die unter die Nierenkapsel transplantiert wurden wiesen in
der Anti-Insulin-Farbung eine spezifische Anfarbung als Hinweis flir eine

Insulinproduktion auf.

Der Beweis dafiir, dass der Transplantationserfolg auf die Transplantate
zurtckzufihren ist, wurde mit der Histologie des Pankreas erbracht. Wie auch
bei den langzeitdiabetischen Tieren fand sich bei den transplantierten Ratten

kein Recruitment der Inselzellen des Pankreas.

4.6 Metabolischer Status nach Inselzelltransplantation

46.1 Trinkmenge

Es konnte gezeigt werden, dass die langzeitdiabetischen Tiere in 24 Stunden
signifikant mehr getrunken haben als die Ratten der Normalkontrollgruppe.
Nach erfolgreicher Inselzelltransplantation reduziert sich die Trinkmenge wieder
auf ein normales Mal3. Dies wurde sowohl durch andere Gruppen belegt als

auch durch unsere Beobachtungen (1, 103).

Ist der Blutzucker hochnormal oder knapp tUber 200 mg/dl, wie gegen Ende der
Versuchsdauer bei den Tieren nach intraperitonealer Transplantation
mikroverkapselter Inseln, so spiegelt sich dies bereits in einer erhdhten
Trinkmenge wieder (Norm 0,06 + 0,02 mi/kg*d versus MC-Syn 0,15 + 0,06
ml/kg*d).

46.2 Urinvolumen

Nach Diabetesinduktion mittels Streptozotocin kommt es innerhalb von 24
Stunden zu einer deutlichen Zunahme des Urinvolumens (106). Das entspricht
den Ergebnissen unserer Untersuchungen, in denen vor allem ein hohes
Urinvolumen der langzeitdiabetischen Kontrollgruppe auffiel (0,37 = 0,11
ml/kg*d). Ahnliche Beobachtungen wurden auch von anderen Gruppen

gemacht (75, 62). Die Polyurie ist vermutlich auch Ursache fir den
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aufgehobenen cirkadianen Rhythmus der Tiere im Hinblick auf die
Urinausscheidung (100).

Zwischen den gesunden Tieren und den Ratten nach Transplantation von
Inselzellen unter die Nierenkapsel lieRen sich bezuglich der Urinmenge keine
signifikanten Unterschiede feststellen. Es konnte somit belegt werden, dass
eine gute Blutzuckereinstellung zu einer Normalisierung der Urinmenge fuhrt.
Gleiche Ergebnisse wurden auch von anderen Gruppen nach Insulintherapie,
intraportaler Inselzelltransplantation oder Transplantation von Inselzellen unter
die Nierenkapsel beschrieben (1, 28, 34, 43, 75, 99, 103). Die Normalisierung
der Urinmenge ist also unabhéngig von der Methode, aber abh&ngig von der

Qualitat der Blutzuckereinstellung.

46.3 Glukosurie

Durch Uberschreiten der Nierenschwelle fur Glukose kommt es zur Glukosurie.

Rasch konnte zeigen, dass gesunde Ratten keine Glukose im Urin haben
wahrend es bei diabetischen Tieren zur Glukosurie kommt. Fur de Hohe der
Glukosemenge im Urin, eine normale glomerulare Filtrationsrate vorausgesetzt,

besteht ein direkter Zusammenhang zur Hohe des Serumblutzuckers (75).

Zu gleichen Ergebnissen kamen auch wir in unseren Untersuchungen.
Wahrend bei den gesunden Kontrolltieren und den mit Erfolg unter die
Nierenkapsel transplantierten Ratten kaum Glukose im Urin nachweisbar war
(Norm 0,01 = 0,003 mg/kg*d, Syn-NK 0,009 + 0,003 mg/kg*d), lagen die
Messwerte der mit mikroverkapselten Inselzellen transplantierten Tiere, die
gegen Ende der Beobachtungszeit hohere Blutzuckerwerte hatten, signifikant
hoher (11,97 = 5,32 mg/kg*d). Die hdchsten Werte wurden jedoch bei den

langzeitdiabetischen Tieren gemessen.

Auch andere Gruppen konnten eine Normalisierung der Glukosurie nach
Regulierung der Blutglukosewerte beschreiben (35, 43, 65, 99, 103).
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Es zeigt sich somit, dass die Glukosurie ein sehr geeigneter Parameter zur

Beurteilung der Glukosehomdoostase ist.

46.4 Albuminurie

Bei diabetischen Patienten ist die Albuminurie der wichtigste laborchemische

Parameter fur die drohende Entwicklung einer Nephropathie.

Es konnte in unseren Versuchen gezeigt werden, dass sowohl nach
Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel als auch nach
Transplantation mikroverkapselter Inselzellen intraperitoneal die Werte fur
Albuminurie deutlich unter denen der langzeitdiabetischen Kontrolltiere lagen.
Vergleicht man die Albuminurie der Normalkontrollgruppe mit der der
intraperitoneal transplantierten Ratten, so ist der Unterschied zwischen diesen
beiden Gruppen signifikant. Mdoglicherweise liegt die Ursache fir dieses
Ergebnis im Blutzuckerverlauf dieser Transplantationsgruppe. Wie bereits
schon erwdhnt, kam es gegen Ende des Beobachtungszeitraumes zum
Blutzuckeranstieg, so dass sich unter dieser Hyperglykdmie Schaden an der
Niere im Sinne einer diabetischen Nephropathie ausgebildet haben konnten. In
mehreren  Veroffentlichungen  wurde  der  Zusammenhang  zwischen
mangelhafter Blutzuckereinstellung und Ausbildung diabetischer Spatschaden
beschrieben (63, 64, 67, 72, 75, 76, 79, 86, 87, 92).

Die Messwerte der unter die Nierenkapsel transplantierten Tiere sind mit denen
der Normaltiere vergleichbar, was als Hinweis fir die Pravention der
diabetischen Nephropathie durch eine gute Einstellung des Blutzuckers
gewertet werden kann. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von anderen
Forschungsgruppen beschrieben (12, 47, 60, 102). Ar'Rajab konnte eine
Normalisierung der Albuminurie nach Transplantation von Inselzellen unter die

Nierenkapsel nachweisen, die Versuchsdauer betrug jedoch nur drei Monate

(D).
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Wichtig fir den Erfolg einer Inselzelltransplantation beztiglich der Nephropathie
ist der Transplantationszeitpunkt. Besteht der Diabetes bereits seit langerer Zeit
und hat schon zur Entwicklung einer generalisierten Mikroangiopathie und zur
Ausbildung irreversibler morphologischer Veranderungen der Niere gefiihrt, so
lasst sich eine Albuminurie nicht mehr rickgangig machen (4, 74, 78). Da die
Tiere in unserem Versuch ca. funf Wochen nach Diabetesinduktion
transplantiert wurden, ist davon auszugehen, dass es noch nicht zu
irreversiblen Veradnderungen gekommen war. Sogar vier Monate nach
Diabetesinduktion lasst sich eine Albuminurie durch Inselzelltransplantation

noch rickgangig machen (74).

4.6.5 Seruminsulin, Serumglukagon

Eine wesentliche Aussagekraft zur Beurteilung der Transplantatfunktion hat der
Seruminsulinwert, vorrausgesetzt ein Recruitment der Langerhanszellen im

Pankreas wurde ausgeschlossen.

Der Seruminsulinwert der langzeitdiabetischen Tiere war mit 0,36 + 0,18 ng/ml
der niedrigste aller Gruppen. Anhand dieses Wertes kann auch die Schadigung
der B-Zellen durch Streptozotocin belegt werden. Auch Thulesen wies bei
Streptozotocin-diabetischen Ratten signifikant niedrigere Insulin-
Konzentrationen als bei gesunden Tieren nach. Bei Ratten, die mit Insulin
behandelt wurden, waren jedoch sowohl im Plasma als auch im Gewebe
deutlich hohere Insulinspiegel gemessen worden, so dass der diabetogene
Effekt von Streptozotocin durch eine Insulin-Therapie mdglicherweise \erhindert

werden kann (95).
Soon-Shiong konnte nach Transplantation mikroverkapselter Inselzellen bei
einer diabetischen Patientin bereits nach 24 Stunden eine Insulinsekretion

nachweisen, die fir 58 Monate anhielt (85).

Trotz der erhohten Blutzuckerwerte der intraperitoneal transplantierten Ratten

zeigte sich am Ende der Versuchsdauer kein signifikanter Unterschied
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zwischen den Seruminsulinwerten dieser Tiere und der Normalkontrollgruppe
bzw. den wunter die Nierenkapsel transplantierten Tiere, die bis zum
Versuchsende normoglykdmisch waren. Die gemessenen Werte der beiden
zuletzt genannten Gruppen lagen jedoch Uber denen der mit mikroverkapselten
Inseln transplantierten Ratten. Diese Ergebnisse entsprechen den von Houwing
beschriebenen, wonach es nach einer erfolgreichen Transplantation bei einem
Blutzuckeranstieg vorher normoglyk&mischer Tiere zu einem Abfall des
Seruminsulins kommt (45). Andere Gruppen beschrieben sowohl nach
Transplantation mikroverkapselter Inseln als auch nach Transplantation unter
die Nierenkapsel eine Normalisierung des Plasmainsulins bzw. eine gesteigerte
Sekretion nach Stimulation mit Glukose (5, 7, 15, 86).

Die  Messungen des  Serumglukagons ergab fur die beiden
Transplantationsgruppen und die Normalkontrolltiere annahernd gleiche Werte.
Im Vergleich dazu waren die Messwerte der langzeitdiabetischen Ratten
signifikant erhoht. Die Transplantation von Inselzellen und mikroverkapselten
Inselzellen kann also langfristig eine Hyperglukagonamie bei streptozotocin-
diabetischen Ratten korrigieren. Ar'Rajab konnte zehn Tage nach erfolgreicher
Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel eine nahezu normale
Glukagonsekretion nachweisen (5). Bretzel zeigte in seinen Versuchen mit
Streptozotocin-diabetischen Ratten, dass eine Hyperglukagonamie auch noch
kurz nach der Transplantation von Inselzellen besteht und sich diese erst im

Verlauf normalisiert (8).

Nach erfolgreicher Inselzelltransplantation diabtetischer Ratten entsprechen

sowohl die Insulinsekretion als auch die Glukagonsekretion der gesunder Tiere.
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4.7 Transplantatversagen

Eine  mogliche Ursache fir ein  Transplantatversagen ist die
Abstol3ungsreaktion. Da es sich jedoch bei unserem Versuch um eine syngene
Inselzelltransplantation handelt, kann eine Abstol3ungsreaktion als Usache fir
den Blutzuckeranstieg der mit mikroverkapselten Inselzellen intraperitoneal

transplantierten Tiere ausgeschlossen werden.

Es ist jedoch nachgewiesen worden, dass zwischen Transplantationserfolg und
Anzahl der transplantierten Inselzellen ein enger Zusammenhang besteht. Mit
steigender Anzahl der transplantierten Inseln kann eine bessere Regulierung
des Blutzuckers erreicht werden (3, 6, 43, 51). Ist die gewahlte Anzahl
wesentlich zu niedrig, so wird zu keinem Zeitpunkt eine Normoglykamie erzielt
(59). Transplantiert man ca. 1500 mikroverkapselte Inselzellen intraperitoneal,
so tritt fur ungefahr drei Wochen eine Normalisierung des Blutzuckers ein (2).
Ar'Rajab beschreibt nach intraperitonealer Transplantation von 3000
mikroverkapselten Inseln das Erreichen eines normwertigen Blutzuckers flr
sechs Monate. Bei unseren Versuchstieren, denen ca. 3500 Inseln
intraperitoneal, allerdings nach Mikroverkapselung transplantiert wurden, liel3
sich dieses Ergebnis nicht nachvollziehen. Es kam gegen Ende der
Versuchsdauer bei einigen Ratten zu einem Anstieg des Blutzuckers tber 200
mg/dl. Die Ursache hierfur liegt moglicherweise im Gewichtanstieg der Tiere,
der 190 + 43,15 g betrug.

FUr die Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel konnte gezeigt
werden, dass mit 2500 transplantierten Inseln eine Normalisierung des
Blutzuckers fir den gesamten Beobachtungszeitraum erzielt werden konnte.
Eine ahnliche Anzahl, namlich 3000 Inseln, beschreibt auch Leow (56). Siebers
et al konnten nach Transplantation von 1200-1500 Inselzellen unter die

Nierenkapsel bereits das Erreichen der Normoglykamie nachweisen (82).
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Unabhangig von der Zahl der transplantierten Inselzellen werden fir die
mikroverkapselten Inseln noch andere Ursachen fir das Transplantatversagen
diskutiert. Auf die Biokompatibilitat der Kapseln wurde unter 4.4.3.1 schon
eingegangen. Wichtig ist in diesem Zusammenhang die Reinigung das Alginats.
Je unreiner das Alginat, desto haufiger wird eine die Kapsel umgebende
Fibrose beschrieben (17). Bei gereinigtem Alginat liegt der Anteil der mit einer
Fibrose umgebenen Kapseln bei ca. 10 %, dies wird durch mechanische
Faktoren erklart, wie zum Beispiel unzureichende Verkapselung einzelner
Inselzellen (22, 98).

Doch selbst bei Verwendung von gereinigtem Alginat ist das Uberleben des
Transplantats limitiert. Das grof3e Volumen der mikroverkapselten Inselzellen
erlaubt bisher nur die intraperitoneale Transplantation (22, 82). Es konnte
nachgewiesen werden, dass grol3ere Kapseln sich frei in der Bauchhohle
bewegen wahrend kleinere Kapseln an Organen adhéarent werden (22). Sind die
Kapseln jedoch in der freien Bauchhohle, so kann es aufgrund der fehlenden
Inseldurchblutung nach  Mikroverkapselung zu einer Mangelversorgung
kommen, die sich an zentralen Nekrosen der Inselzellen erkennen lasst (23,
98). Transplantiert man kleinere Kapseln intraperitoneal, so ist durch den
direkten Kontakt zu den Organen die Wahrscheinlichkeit flr eine Infiltration
durch Zellen des Immunsystems gro3er, was eine Absto3ungs- und eine
Fremdkorperreaktion zur Folge hat (22).

Mit der Entwicklung kleinerer Kapseln wirde auch die Transplantation an
andere Orte mit einem besseren Kontakt zum Blutstrom ermdglicht. Dadurch
konnte das Auftreten zentraler Nekrosen mdoglicherweise vermindert werden.
Das Problem bei der Herstellung kleinerer Kapseln liegt in einem hoheren
Risiko fur partiell verkapselte Inseln (109). De Vos et al (22) konnten bei einer

Reduzierung des Kapseldurchmessers um 300 mm einen vierfach hoheren

Prozentsatz der nur teilweise verkapselten Inseln nachweisen.
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4.8 Klinischer Ausblick

Es konnte im syngenen Tiermodell gezeigt werden, dass mit Hilfe der
Inselzelltransplantation das Auftreten diabetischer Spatschaden verhindert

werden kann.

Die klinische Inseltransplantation ist bisher weniger erfolgreich. Nur 8 % der
transplantierten Patienten sind nach einem Jahr noch insulinunabhéngig. Ein
grolles Problem ist die lebenslange Immunsuppression. Das Auftreten
diabetischer Spatkomplikationen kann nur verhindert werden, wenn bereits zu
Beginn der Erkrankung eine optimale Blutzuckerregulation erzielt wird. Diese
erfolgt idealerweise durch Transplantation insulinproduzierenden Gewebes. Zur
Zeit rechtfertigt jedoch das potentielle Auftreten der Spatschaden nicht eine
lebenslange Immunsuppression bei jungen Menschen mit allen ihren

Nebenwirkungen und Komplikationen.

Die mogliche Losung fur diese und andere Probleme konnte im Bioatrtifiziellen
Pankreas liegen. Durch die immunseparierende Membran zwischen
Transplantat und Empfangerorganismus ware keine Immunsuppression mehr
erforderlich. Um das Problem des Spendermangels zu losen, kbnnten somit
auch xenogene oder gentechnisch hergestellte Inselzellen transplantiert
werden. Es ware auf diese Art mdglich, alle Diabetiker bereits im frihen
Krankheitsstadium zu transplantieren und das Auftreten diabetischer
Spatschaden zu verhindern.

Eine weitere Therapiemoglichkeit mit Hilfe immunseparierender Membranen
besteht bei anderen Erkrankungen mit endokriner Insuffizienz, zum Beispiel
nach Ovarektomie oder Parathyreoidektomie (39, 40). Diese Methode musste

jedoch in weiteren Versuchen erst noch etabliert werden.
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5.0 Zusammenfassung

In einer Langzeitstudie Uber 180 Tage sollte am experimentellen Rattenmodell
die metabolische Funktion dystop transplantierter, syngener Inselzellen und die

Auswirkung auf diabetische Spatkomplikationen untersucht werden.

Zunachst erfolgte die Diabetesinduktion mittels Streptozotcin-Injektion (65
mg/kg) sowohl bei den spater zu transplantierenden Ratten als auch bei der
langzeitdiabetischen  Kontrollgruppe. Nach Manifestation des Diabetes
(Hyperglykdmie, mangelnde Gewichtzunahme) wurden einem Teil der Ratten
mikroverkapselte Inselzellen intraperitoneal transplantiert. Bei der zweiten
Transplantationsgruppe erfolgte die Transplantation der Inselzellen unter die
Nierenkapsel. Diesen beiden Gruppen wurde eine langzeitdiabetische und eine

gesunde, nichtdiabetische Kontrollgruppe zugeteilt.

Zur Beurteilung des metabolischen Verlaufs wurden einmal wéchentlich
Blutzucker und Korpergewicht bei jedem Tier bestimmt. Zur Dokumentation des
metabolischen Status bei Versuchsende wurden die Trinkmenge, das
Urinvolumen, die Glukosurie und die Albuminurie gemessen, sowie Insulin und
Glukagon im Serum bestimmt. Zur histologischen Beurteilung wurden die
Nieren und das Pankreas explantiert, sowie bei intraperitoneal transplantierten
Tieren Biopsien von intraperitonealem Fettgewebe und mikroverkapselte Inseln

entnommen.

Sowohl nach intraperitonealer Inselzelltransplantation als auch nach
Transplantation unter die Nierenkapsel konnte eine Senkung des Blutzuckers
auf weniger als 200 mg/dl erreicht werden. Bei einem Teil der unter die
Nierenkapsel transplantierten Tiere kam es nicht zu  diesem
Transplantationserfolg, sie nahmen jedoch an Gewicht zu und besserten sich in
ihrem klinischen Zustand, so dass sie zur Gruppe der mit partiellem Erfolg unter

die Nierenkapsel transplantierten Tiere zusammengefasst wurden. Bei den
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Ratten mit intraperitonealer Transplantation mikroverkapselter Inselzellen
zeichnete sich gegen Ende der Versuchsdauer ein  sukzessiver
Blutzuckeranstieg ab, so dass am Tag 168 ein mittlerer Blutzucker von 185,54 +
13,26 mg/dl gemessen wurde. Im Gegensatz dazu blieb bei den erfolgreich
unter die Nierenkapsel transplantierten Tieren der Blutzucker Uber den
gesamten Versuchszeitraum relativ konstant; am Tag 168 betrug der mittlere
Blutzucker 84,00 = 11,86 mg/dl. Der Gewichtsanstieg war in diesen beiden
Transplantationsgruppen anndhernd gleich. Die Ergebnisse fur Trinkmenge,
Urinvolumen, Glukosurie und Albuminurie waren in der Gruppe der unter die
Nierenkapsel transplantierten Tiere anndhernd gleich den Werten der
stoffwechselgesunden Kontrollgruppe. Bei den intraperitoneal transplantierten
Ratten wurden jeweils gegeniber den gesunden Tieren leicht erhéhte Werte
gemessen, die sich jedoch deutlich signifikant von der langzeitdiabetischen

Kontrollgruppe unterschieden.

Die Messung von Seruminsulin und Serumglukagon ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den erfolgreich transplantierten Tieren und der

stoffwechselgesunden Kontrollgruppe.

In der Auswertung der Histologie der Nieren im Hinblick auf die diabetische
Nephropathie konnten mit den durchgefihrten Methoden keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen gezeigt werden.

Durch histologische Aufarbeitung der Pankreata konnte ein Recruitment der
Inselzellen bei den transplantierten Tieren nicht gezeigt werden. Sowohl die
unter die Nierenkapsel transplantierten Inselzellen als auch die
mikroverkapselten Langerhans-Inselzellen wiesen in der PAP-Anti-Insulin-

Farbung eine deutliche spezifische Anfarbung auf.
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Im experimentellen Streptozotocin-diabetischen Rattenmodell konnte gezeigt
werden, dass durch die dystope, syngene Transplantation von Inselzellen eine
langfristige Normalisierung des Blutzuckers erreicht werden kann und das

Auftreten diabetischer Spatschaden somit vermindert wird.
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Norm 7 400 406 408 410 416 414
Norm 8 408 404 406 406 414 416
Norm 9 422 424 428 432 436 440
Norm 10 436 438 438 446 448 458
cc

10 10 10 10 10 10

431,2 435,2 438,6 4422 448,1 449,7

: 21,2 22,1 23,0 22,1 22,0 21,7
SEM: 6,7 7,0 7,3 7,0 6,9 6,9

Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168 Tag 175
Norm 1 460 464 469 473 474 474
Norm 2 473 478 485 482 484 485
Norm 3 468 468 466 470 474 484
Norm 4 446 442 452 454 454 456
Norm 5 474 478 472 474 478 474
Norm 6 474 482 492 488 490 504
Norm 7 418 422 420 418 426 426
Norm 8 420 428 428 432 430 444
Norm 9 438 438 444 438 438 450
Norm 10 458 462 462 458 468 476
cc

10 10 10 10 10 10
X: 452,9 456,2 459,0 458,7, 461,6 467,3
S: 21,5 22,0 23,2 23,1 23,1 23,0
SEM: 6,8 7,0 7,3 7,3 7,3 7,3
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Tier-Nr. Tag 180 Tag 187 Tag 194 Tag 201 Tag 208 Tag 215
Norm 1 483 436 488 496
Norm 2 488 494 490 504 518 500
Norm 3 482 478 4386 506 510
Norm 4 468 472 488 490 436
Norm 5 486 484 488 492 495 502
Norm 6 506 503 498 502
Norm 7 436 434 436 450 452 452
Norm 8 438 440 438 450 456 458
Norm 9 446 448 440 460 462 468
Norm 10 476 476 472 494 486 490
Cc
9 10 10 10 8 7
471,2 471,1 470,8 484,2 483,6 479,4
: 24,9 23,3 24,0 22,2 24,7 20,1
SEM: 8,3 7,4 7,6 7,0 8,7 7,6
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Stoffwechselgesunde Kontrollgruppe

24 h - Urin Explantation -2 Wochen
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>

Tier-Nr.

Norm 1 14 3,22 23

Norm 2 10,5 4,51 24

Norm 3 14 5,74 79

Norm 4 15 4,2 29

Norm 5 13 4,94 30

Norm 6 9,5 3,8 32

Norm 7 12 3,6 29

Norm 8 16 3,2 30

Norm 9 12 2,4 26

Norm 10 14 1,4 30

24 h - Urin Explantation -1 Woche
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>

Tier-Nr.

Norm 1 9 4,59 21
Norm 2 12 4,08 17
Norm 3 14 3,36 28
Norm 4 13 5,59 24
Norm 5 12 3,24 26
Norm 6 9,5 3,8 32
Norm 7 12 3,6 28
Norm 8 12 3,6 23
Norm 9 10 3 26
Norm 10 10 3 25
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Blutzucker spontan; diabetische Kontrollgruppe

Tier-Nr. Tag -42 Tag -35 Tag -28 Tag -21 Tag -14 Tag -7
LSTZ-1 340 448 449 445 351 364
LSTZ -2 336 492 348 294 645|
LSTZ - 3 369 450 719 325, 373
LSTZ -5 348] 361 394 364 414 360
LSTZ -7 245 399 314 339 359
LSTZ -8 380 340 361 462 349
LSTZ -9 357 508] 428 475
LSTZ - 10 421 439 264 454 311
LSTZ - 11 418 337 454 384 455 306
LSTZ - 12 291 405 477, 322 480 410
LSTZ - 13 181 365] 331 329 344 418
LSTZ - 15 374 650 297 392 352
LSTZ - 16 348] 191 337 340 464 291
LSTZ - 17 350 301 311 428 515 256
cc | | | | |
n: 10 14 14 11 13 14
X: 332,2 358,7 413,7 402,7 404.,8 376,4
S: 75,0 62,9 103,0 117,0 69,2 95,2
SEM: 23,7 16,8 27,5 35,3 19,2 25,4

Tier-Nr. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 17
LSTZ-1 421 495 330
LSTZ -2 461 530, 491
LSTZ - 3 359 388] 320
LSTZ -5 442 457, 438 443
LSTZ -7 360, 376 290 304
LSTZ -8 360 354 220 414
LSTZ-9 470 365 416 455
LSTZ - 10 418 616 394
LSTZ - 11 243 412 378 467,

LSTZ - 12 469 497, 448 407,

LSTZ - 13 444 367 561 485

LSTZ - 15 336 431 437,

LSTZ - 16 325, 155 476

LSTZ - 17 340 416 354

cc I I I I I

n: 14 7 14 0 14 0
X: 389,1 404.,0 413,00 #DIV/0! 412, #DIV/0!

S: 67,4 54,3 126,00 #DIV/O! 63,7 #DIV/0!
SEM: 18,0 20,5 33,7 #DIV/O! 17,00 #DIV/O!
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Tier-Nr. Tag 21 Tag 24 Tag 28 Tag 35 Tag42 Tag 49
LSTZ-1 375 510 393 455 443
LSTZ-2 666) 524 541 492 474
LSTZ -3 453 442 432 461 435
LSTZ -5 419 488 326 448 458
LSTZ -7 254 360 355 249 409
LSTZ -8 338 299 456 480
LSTZ-9 382 409 542 392 492
LSTZ - 10 340 364 437 509 436
LSTZ-11 468 317 538 390 338
LSTZ - 12 417, 414 289 587 331
LSTZ - 13 300 350 317 403 215
LSTZ - 15 231 359 352 317 281
LSTZ - 16 578 401 393 422 442
LSTZ - 17 339 353 386 397 461
Cc | | | | |
n: 14 0 14 14 14 13
X: 397, #DIV/0! 399,3 411,2 428,7 401,2
S: 118,5 #DIV/0! 70,0 84,2 83,0 83,8
SEM: 31,7 #DIV/0! 18,7 22,5 22,2 23,2

Tier-Nr. Tag 56 Tag 63 Tag 70 Tag 77 Tag 84 Tag 91
LSTZ-1 368 281 414 320 339
LSTZ-2 435 528 492 367 545 456
LSTZ -3 445 416 397 271 375 461
LSTZ -5 500 455 359 468 411 372
LSTZ -7 377 481 348 212 416 422
LSTZ - 8 422 421 363 401 318 421
LSTZ -9 471 493 479 485 390 474
LSTZ - 10 325 510 350 453 350 261
LSTZ-11 361 444 415 306 287 314
LSTZ - 12 371 368 470 383 444 370
LSTZ - 13 274 318 248 179 315 387
LSTZ - 15 501 414 485 422 421 464
LSTZ - 16 429 418 460 475 456 609
LSTZ - 17 387 344 268 267 366 463
Ce | | | | |
n: 14 14 14 13 14 14
X: 404,7, 420,8 396,3 360,7, 386,7, 415,2
S: 65,1 72,8 78,2 103,8 69,0 85,1
SEM: 17,4 19,5 20,9 28,8 18,4 22,7
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Tier-Nr. Tag 98 Tag 105 Tag 112 Tag 119 Tag 126 Tag 133
LSTZ-1 411 547 341 338 235
LSTZ-2 458 602 516 319 543 255
LSTZ -3 475 530 539 536 429 359
LSTZ -5 377 354 339 387 406 416
LSTZ-7 284 584 402 410 406 305
LSTZ -8 314 420 494 514 439 439
LSTZ-9 483 528 364 413 453
LSTZ - 10 252 402 306 290 483 432
LSTZ-11 257 467, 430 326 457 581
LSTZ - 12 216 257 351 418 309 310
LSTZ - 13 219 235 270 369 334 245
LSTZ - 15 442 352 316 333 396 554
LSTZ - 16 381 487 417 559 390
LSTZ - 17 362 427, 332 385 521 430
Cc | | | | |
n: 14 13 14 14 13 13
X: 352,2 435,7, 398,6 396,3 425, 385,7,
S: 95,3 116,2 90,4 84,2 66,1 112,3
SEM: 25,5 32,2 24,2 22,5 18,3 31,2

Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168
LSTZ-1 182
LSTZ-2 448 373 452 529
LSTZ -3 358 444 562
LSTZ -5 513 312 396
LSTZ -7 421 393 383 267
LSTZ -8 326 453 342
LSTZ-9 513 541 570 355
LSTZ - 10 300
LSTZ-11 413 371 503 465 450
LSTZ - 12 296 273 303
LSTZ - 13 153
LSTZ - 15 381 345 440 464 387
LSTZ - 16
LSTZ - 17 442 332 407 352 308]

Ce | | | |

n: 11 9 10 9 3
X: 352,3 388,8 426,7 4147 381,7
S: 112,9 85,6 80,9 96,6 71,2
SEM: 34,1 28,5 25,6 32,2 41,1
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Korpergewicht; diabetische Kontrollgruppe

Tier-Nr. Tag 42 Tag -35 Tag -28 Tag -21 Tag -14 Tag -7
LSTZ-1 279 225 250 243 241 235
LSTZ-2 242 229 224 230 220
LSTZ -3 261 248 241 233 220
LSTZ -5 271 264 250 251 254 251
LSTZ -7 258 259 245 261 272 272
LSTZ-8 279 270 269 272 260 264
LSTZ-9 295 287 271 272 263
LSTZ - 10 280 272 251 233 243
LSTZ-11 277, 258 241 226 222 217
LSTZ - 12 259 260 266 254 256 255
LSTZ - 13 225 217 216 209 192 188
LSTZ - 15 274 262 254 238 234 241
LSTZ - 16 262 262 237 239 237 237
LSTZ - 17 270 254 240 232 217 218
cc | | | |
n: 12 14 14 14 14 12
X: 269,1 256,6 247,6 242.,5 239,6 234,8
S: 17,3 18,1 15,1 18,1 21,1 23,7
SEM: 5,0 4,8 4,0 4,8 5,6 6,8

Tier-Nr. Tag0 Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 17
LSTZ-1 228 223 229 224 238 219
LSTZ -2 217 213 206 196 204 210
LSTZ - 3 232 234 231 220 225 222
LSTZ-5 263 260 262 264 256 262
LSTZ -7 273 271 270 267 268 269
LSTZ-8 261 242 250 235 233 242
LSTZ-9 252 250 236 255 247 245
LSTZ-10 |216 202 200 206 198
LSTZ-11 202 205 194 199 196 182
LSTZ-12 245 260 261 265 230 247
LSTZ-13 |171 184 195 190 170 178
LSTZ-15 [216 201 201 202 220 221
LSTZ-16 [221 207 212 213 222 218
LSTZ-17 [218 202 200 202 217 207
cc | | | | | |
n: 14 14 13 14 14 14
X: 229,6 225,3 226,7 223,7 223,7 2229
S: 27,3 27,4 27,5 28,4 25,3 27,5
SEM: 7,3 7,3 7,6 7,6 6,8 7,4
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Tier-Nr. Tag 21 Tag 24 Tag 28 Tag 35 Tag 42 Tag 49
LSTZ-1 195 210 204 195 202 226
LSTZ-2 202 186 193 200 198 197
LSTZ -3 217 200 207 224 2217 220
LSTZ -5 262 255 252 264 237 247
LSTZ -7 270 264 257 241 253 250
LSTZ -8 238 247 252 234 234 229
LSTZ -9 236 228 231 232 213 221
LSTZ - 10 187 194 181 177 187 190
LSTZ-11 209 208 213 216 216 192
LSTZ - 12 256 260 245 256 275 273
LSTZ - 13 181 184 188 194 210 220
LSTZ- 15 227 217 211 218 198 213
LSTZ - 16 218 232 215 226 221 230
LSTZ - 17 208 212 208 222 227 227
cc | |
n: 14 14 14 14 14 14
X: 221.,9 221,2 218,4 221.,4 221,3 2239
S: 27,7 27,1 25,0 24,2 23,6 22,8
SEM: 7,4 7,2 6,7 6,5 6,3 6,1

Tier-Nr. Tag 56 Tag 63 Tag 70 Tag 77 Tag 84 Tag 91
LSTZ-1 231 230 240 243 244 230
LSTZ-2 189 192 196 202 199 188
LSTZ -3 225 228 228 235 235 216
LSTZ -5 238 240 236 240 237 2217
LSTZ -7 234 247 235 240 223 210
LSTZ - 8 221 220 218 239 241 237
LSTZ -9 212 195 201 209 214 194
LSTZ - 10 180 174 171 192 206 196
LSTZ-11 204 210 202 210 204 203
LSTZ - 12 257 272 273 279 265 269
LSTZ - 13 203 206 217 227 206 198
LSTZ - 15 196 189 199 212 210 195
LSTZ - 16 210 204 235 214 214 216
LSTZ - 17 212 211 226 217 205 209
cc | | | | |
n: 14 14 14 14 14 14
X: 215,1 215,6 219,8 225,6 221,6 2134
S: 20,8 26,1 25,0 22,3 19,6 21,8
SEM: 5,6 7,0 6,7 5,9 5,2 5,8
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Tier-Nr. Tag 98 Tag 105 Tag 112 Tag 119 Tag 126 Tag 133
LSTZ-1 247 250 236 241 253 244
LSTZ -2 177 221 191 194 183 186
LSTZ - 3 209 221 218 206 201
LSTZ -5 229 229 244 234 251 227
LSTZ-7 259 261 261 241 244 276
LSTZ -8 219 231 242 228 211 224
LSTZ-9 189 222 217 207 214 201
LSTZ - 10 200 190 203 184 183 212
LSTZ - 11 191 187 195 189 188 183
LSTZ - 12 270 286 280 286 288 272
LSTZ - 13 193 186 179 170 174 180
LSTZ - 15 221 206 190 210 209 216
LSTZ - 16 242 231 220 225 214
LSTZ - 17 243 223 213 214 228 244
Cc I I I I I
n; 14 14 14 14 14 12
X: 220,6 2246 220,6 216,4 217,2 2221
S: 28,7 28,2 29,1 29,4 32,5 32,4
SEM: 7,7 7,5 7,8 7,9 8,7 9,4

Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168
LSTZ-1
LSTZ -2 195 189 197 221
LSTZ - 3 213 232 236
LSTZ -5 220 244 240 221
LSTZ -7 263 240 268 265
LSTZ -8 217 222 220 236
LSTZ-9 207 208 196 220
LSTZ - 10 192
LSTZ-11 201 221 228 232 216
LSTZ - 12 275 271 271 240 278
LSTZ - 13 150 153
LSTZ - 15 203 191 198 207 195
LSTZ - 16
LSTZ - 17 207 212 219 218 216
cc | | | |
n: 11 11 10 10 4
X: 211,8 2149 226,9 229,6 226,3
S: 33,8 31,4 27,1 16,1 35,9
SEM: 10,2 9,5 8,6 5,1 17,9
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Diabetische Kontrollgruppe

24 h - Urin

Explantation -2 Wochen

Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>

Tier-Nr.

LSTZ-1

LSTZ-2 88 6538,4 99
LSTZ -3 99 8533,8 114
LSTZ -5 102 8843,4 119
LSTZ -7 45 3631,5 42
LSTZ-8 102 8251,8 124
LSTZ-9 34 2349,4 4
LSTZ - 10

LSTZ-11 71 6745 83
LSTZ - 12 25 4075 1
LSTZ - 13

LSTZ- 15 93 6621,6 101
LSTZ - 16

LSTZ - 17 79 7821 90

24 h - Urin Explantation -1Woche
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>

Tier-Nr.

LSTZ-1

LSTZ -2 100 8760 120
LSTZ-3 97 8662,1 121
LSTZ-5 67| 5514,1 75
LSTZ -7 82 7166,8 108
LSTZ -8 85 8321,5 103
LSTZ-9 59 27494 73
LSTZ - 10

LSTZ-11 91 7098 111
LSTZ - 12 88 10208, 76
LSTZ - 13

LSTZ - 15 121 9087,1 143
LSTZ - 16

LSTZ - 17 129 10552 151
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Blutzucker spontan, Ratten mit intraperitonealer Transplantation
mikroverkapselter Inselzellen

Tier-Nr. Tag -42 Tag -35 Tag -28 Tag -21 Tag -14 Tag -7
R 206 448 321 421
R 207 298 316 449 525
R 209 338 522 420 576
R 211 358 285 443 435
R 214 433 346 539 418
R 218 429 342 460 622
R 219 292 379 399 476
R 220 287 328 514 514
R 221 467 428
R 222 443 514 589 433
R 225 340 409 286 501
R 227 329 366 523 442
R 228 306 316 388 374
cc | | | | |
n: 2 1 9 11 13 13
X: 373,0 429,0 347,3 374,8 446,0 474,2
s: 106,1 #DIV/O! 56,4 78,3 85,5 70,4
SEM: 75,0 #DIV/O! 18,8 23,6 23,7 19,5

Tier-Nr. Tag O Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 17
R 206 377 90 73 48 58 47
R 207 394 53 62 52 43 47
R 209 135 101 120 93 92
R 211 500 184 232 133 99 129
R 214 441 195 248 201 250 167,
R 218 467 171 201 59 62 107,
R 219 563 142 103 136 133 112
R 220 437 173 161 168 110 156
R 221 516 219 119 117, 121] 67
R 222 477 161] 288 241 113 139
R 225 361 143 166 126 82 99
R 227 391 168 106 74 122 34
R 228 493 100 114 175 135 119
cc | | | | |
n: 12 13 13 13 13 13
X: 4514 148,8 151,8 126,9 109,3 101,2
s: 62,2 45,8 71,2 59,2 51,4 42,5
SEM: 18,0 12,7 19,7 16,4 14,3 11,8

-108 -



Tier-Nr. Tag 21 Tag 24 Tag 28 Tag 35 Tag 42 Tag 49

R 206 75 42 57 114 49 65
R 207 74 94 87 61 91 56
R 209 59 54 67 70 159
R 211 109 55 135 49 144
R 214 121 86 112 68 137 133
R 218 48 94 38 73 87 125
R 219 207 76 28 97 40 56
R 220 10 108 82 165 88 91
R 221 87 123 72 79 76 108
R 222 141 58 114 105 90 132
R 225 159 161 114 61 115 190
R 227 107 44 49 61 114 67
R 228 112 82 56 88 88
cc | | | | | |

n: 13 10 13 13 13 13
X: 100,7 88,6 72,9 87,8 84,2 108,8
S: 51,1 36,7 28,9 33,6 28,1 42,6
SEM: 14,2 11,6 8,0 9,3 7,8 11,8
Tier-Nr. Tag 56 Tag 63 Tag 70 Tag 77 Tag 84 Tag 91

R 206 52 92 59 111 54 103
R 207 95 158 50 90 187 96
R 209 125 117 167 136 140 148
R 211 68 109 140 129 108 84
R 214 130 147 153 95 104 128
R 218 101 56 43 60 62 82
R 219 83 73 104 80 97 84
R 220 114 118 88 138 101 139
R 221 86 70 146 104 101 129
R 222 65 72 234 80 120 149
R 225 139 108 92 137 172 181
R 227 75 75 105 178 92 153
R 228 52 35 91 113 142 96
cc | | | | |

n: 13 13 13 13 13 13
X: 91,2 94,6 113,2 111,6 113,8 120,9
S: 29,2 35,6 53,6 31,8 38,4 32,2
SEM: 8,1 9,9 14,9 8,8 10,7, 8,9
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Tier-Nr. Tag 98 Tag 105 Tag 112 Tag 119 Tag 126 Tag 133
R 206 131 85 126 37 120 79
R 207 86 121 84 100 101 134
R 209 162 101 141 192 143 112
R 211 118 177 167 52 134 145
R 214 113 150 129 118 164 121
R 218 132 124 95 133 144 119
R 219 84 81 146 74 169 97
R 220 117 136 163 128 134 188
R 221 166 127 103 94 176 159
R 222 131 210 172 140 180 206
R 225 187 220 164 178 196 191
R 227 117 152 227 249 125 228
R 228 124 156 168 80 163 157
cc I I I I I
n: 13 13 13 13 13 13
X: 128,3 141.5 145,0 121,2 149,9 148,9
S: 29,4 42,8 38,5 59,2 27,3 44,6
SEM: 8,2 11,9 10,7, 16,4 7,6 12,4

Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168 Tag 175
R 206 87 101 102 159 172 165
R 207 135 189 150 166 174 147
R 209 69 145 179 188 253 173
R 211 157 180 205 164 183 306
R 214 187 185 216 246 270 350
R 218 131 140 148 73 181 174
R 219 104 74 80 164 135 151
R 220 93 285 190 123 239 189
R 221 75 201 153 93 135 221
R 222 138 228 177 150 234 141
R 225 220 205 245 282 133 313
R 227 64 155 124 577 155 139
R 228 184 156 266 193 148 250
cc | | | | |
n: 13 13 13 13 13 13
X: 126,5 172,6 171,9 198,3 185,5 209,2
S: 49,9 54,2 53,8 126,7, 47,8 72,8
SEM: 13,8 15,0 14,9 35,1 13,3 20,2
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Tier-Nr. Tag 180

R 206 204
R 207 158]
R 209 217,
R 211 175
R 214 255
R 218 156
R 219 116
R 220 324
R 221 206
R 222 265
R 225 249
R 227 275
R 228 177
cc

n: 13|
X: 213,6
S: 58,1
SEM: 16,1
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Kdrpergewicht, Ratten mit intraperitonealer Transplantation mikroverkapselter

Inselzellen
Tier-Nr. Tag -42 Tag -35 Tag -28 Tag -21 Tag -14 Tag -7

R 206 216 214 216 211
R 207 280 287 283
R 209 280 230 247 244
R 211 272 262 246 230
R 214 193 175 166
R 218 247, 230 224 221 214
R 219 246 232 228 218
R 220 273 279 276 268
R 221 242 249 244
R 222 261 255 244 219
R 225 278 264 258 266
R 227 275 255 262 260
R 228 290 273 262 254
cc | | | | |

n; 1 1 10 12 13 13
X: 216,0 247,0 261,9 249,1 243,9 236,7
S: #DIV/O! #DIV/O! 24,4 25,9 29,0 31,4
SEM: #DIV/O! #DIV/O! 7,7 7,5 8,0 8,7

Tier-Nr. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 17

R 206 247 258 280 287 272
R 207 294 309 328 342 354 360
R 209 269 285 300 320 328
R 211 230 269 279 295 314 319
R 214 159 193 231 257, 280 310
R 218 220 246 271 294 312 318
R 219 217 256 284 295 316 324
R 220 296 302 326 330 342
R 221 285 293 309 332 330
R 222 222 244 277 300 318 324
R 225 264 282 302 311 328 338
R 227 256 290 309 320 336 352
R 228 277 302 313 332 332
cc | | | | |

n: 8 13 13 13 13 13
X: 232,8 266,4 286,2 303,2 319,9 326,8
S: 40,1 29,9 24,6 21,2 19,7 21,5
SEM: 14,2 8,3 6,8 5,9 5,5 6,0
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Tier-Nr. Tag 21 Tag 24 Tag 28 Tag 35 Tag 42 Tag 49

R 206 302 309 317 332 342 350
R 207 358 362 372 384 384 400
R 209 328 342 342 350 368 374
R 211 326 340 342 358 366 386
R 214 328 334 338 344 360 374
R 218 328 328 342 344 348 360
R 219 334 334 344 348 360 376
R 220 344 352 354 376 388 398
R 221 340 344 352 358 366 364
R 222 338 340 344 384 352 360
R 225 350 360 360 360 368 382
R 227 352 356 366 370 378 398
R 228 352 352 356 370 374 378
cc I I I I I

n: 13 13 13 13 13 13
X: 336,9 342,5 348,4 359,8 365,7, 376,9
S: 15,0 14,6 14,0 16,2 13,5 15,8
SEM: 4,2 4,0 3,9 4,5 3,7 4,4

Tier-Nr. Tag 56 Tag 63 Tag 70 Tag 77 Tag 84 Tag 91

R 206 360 380 380 392 398 376
R 207 402 392 400 420 418 436
R 209 376 394 402 404 410 416
R 211 394 404 404 410 422 414
R 214 380 386 394 390 396 398
R 218 366 370 374 374 384 380
R 219 378 380 384 396 400 414
R 220 410 414 414 424 440 438
R 221 364 354 362 374 386 394
R 222 368 362 364 370 370 386
R 225 392 398 404 402 406 416
R 227 414 418 424 434 412 430
R 228 390 392 398 410 408 414
cc | | | | |

n: 13 13 13 13 13 13
X: 384,2 388,0 392,6 400,0 403,8 408,6
S: 17,7 18,9 18,7 20,0 18,1 20,4
SEM: 4.9 5,2 5,2 5,5 5,0 5,7
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Tier-Nr. Tag 98 Tag 105 Tag 112 Tag 119 Tag 126 Tag 133

R 206 390 402 408 416 426 428
R 207 436 442 440 444 450 450
R 209 412 414 416 418 430 420
R 211 420 428 430 422 416 426
R 214 402 406 408 406 410 414
R 218 390 394 400 400 404 404
R 219 418 430 430 430 438 434
R 220 448 462 462 446 466 464
R 221 400 400 394 396 408 410
R 222 384 384 388 396 395 400
R 225 420 416 418 416 404 416
R 227 434 434 444 450 436 440
R 228 414 424 426 424 426 426
cc I I I I I

n: 13 13 13 13 13 13
X: 4129 418,2 420,3 420,3 423,8 4255
S: 19,4 21,5 21,2 18,4 20,4 18,2
SEM: 5,4 6,0 5,9 5,1 5,7 5,0

Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168 Tag 175

R 206 428 424 428 432 432 432
R 207 442 435 438 446 448 448
R 209 422 430 426 430 432 434
R 211 432 434 436 430 436 434
R 214 408 408 410 414 410 418
R 218 406 418 424 416 422 434
R 219 444 444 450 456 468 466
R 220 464 462 464 468 454 458
R 221 418 416 416 424 418 416
R 222 402 404 398 399 386 348
R 225 408 404 408 386 400 396
R 227 440 426 436 440 440 438
R 228 430 430 432 440 430 424
cc | | | | |

n: 13 13 13 13 13 13
X: 426,5 425,8 428,2 429,3 428,9 426,6
S: 18,2 16,5 17.8 22,3 22,2 29,8
SEM: 5,0 4,6 4,9 6,2 6,2 8,3
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Tier-Nr. Tag 180
R 206 434
R 207 450
R 209 430
R 211 432
R 214 404
R 218 434
R 219 466
R 220 462
R 221 414
R 222 388]
R 225 396
R 227 436
R 228 422
cc
n: 13|
X: 428,3
S: 23,6
SEM: 6,5
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Ratten mit intraperitonealer Transplantation mikroverkapselter Inselzellen

Explantation -2 Wochen

24 h - Urin
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>

Tier-Nr.

R 206 23 2415 44
R 207 35 4305 50
R 209 42,5 5482,5 55
R 211 41 4756 55
R 214 80 5968 89
R 218 50 5600 56
R 219 22 336,€ 30
R 220 92 9549,¢ 124
R 221 48 4233,€ 52
R 222 80 9488 90
R 225 43 5787,¢& 49
R 227 31 3348 81
R 228 19 2337, 39

24 h - Urin _ Explantqtion .-1 Woche _
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>

Tier-Nr.

R 206 33 3168 48
R 207 41 3831 46
R 209 52,5 5302,5 66
R 211 47 5640 56
R 214 101 8403,2 113
R 218 53 5724 63
R 219 32 1148,8 41
R 220 107 8142,7 118
R 221 52 40144 70
R 222 73 7270,8 87
R 225 43 5177,2 42
R 227 68 7004 77
R 228 40 4040 48
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Blutzucker spontan; Ratten mit Transplantation von Inselzellen unter die
Nierenkapsel

Tier-Nr. Tag -42 Tag -35 Tag -28 Tag -21 Tag -14 Tag -7
R 213 482 433 414 458 500
R 216 320 631 366 598 559
R 223 441 340 500 460 513
R 224 374 454 399 475 428
R 231 397 401 432 577 313
R 232 343 364 235 363
R 233 327 393 441 354 421
R 235 274 359 411 292 285
R 236 358 446 368 240 269
R 237 340 475 462 477 320
cc | | | | |
n: 1 10 10 9 9 10
X: 320,0 396,7, 403, 4472 396,4 397,
S: #DIV/O! 101,2 46,5 68,0 120,6 102,7
SEM: #DIV/0! 32,0 14,7 22,7 40,2 32,5

Tier-Nr. Tag O Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 17
R 213 99 123 67 100 91
R 216 249 230 149 109 104
R 223 442 258 168 120 84 85
R 224 363 255 148 114 73 91
R 231 346 253 216 174 107 138
R 232 243 226 297 267 239 162
R 233 311 226 120 76 86 89
R 235 278 176 63 95 102 97,
R 236 348 265 152 161 101 98
R 237 265 78 144 97 97 65
cc I I I I I
n: 8 10 10 10 10 10
X: 324,5 208,5 166, 132,0 109,8, 102,0
S: 64,2 68,4 66,1 59,2 46,8 27,9
SEM: 22,7 21,6 20,9 18,7, 14,8 8,8
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Tier-Nr. Tag 21 Tag 24 Tag 28 Tag 35 Tag 42 Tag 49

R 213 58] 72 113 81 53 64
R 216 84 88| 60| 98] 81 77
R 223 123 83| 84 68| 64 73]
R 224 163 92 77 77 67 72
R 231 107 113 62 122 91 110
R 232 94| 119 120 122 166 156
R 233 93] 85| 91 94| 82 91
R 235 88| 90| 75| 75| 87 67
R 236 79 78] 99 50 99 81
R 237 80 82 105 79 79 87
cc | | | | |

n: 10 10 10 10 10 10
X: 96,9 90,2 88,6 86,6 86,9 87,8
S: 28,9 14,8 20,6 22,8 30,9 27,5
SEM: 9,2 4,7 6,5 7,2 9,8 8,7

Tier-Nr. Tag 56 Tag 63 Tag 70 Tag 77 Tag 84 Tag 91

R 213 45 57 26| 35 72 79
R 216 90 59 62 73] 58] 72
R 223 79 84 79 98| 73] 80
R 224 96| 92 83| 81 81 89
R 231 152 83 107 93] 77 80
R 232 125 122 125 121 88| 157
R 233 71 90 56) 86 81 85|
R 235 88| 83 90 50 81 90
R 236 82 77 81 92 92 81
R 237 83| 90 70 77 81 77
cc I I I I I

n: 10 10 10 10 10 10
X: 91,1 83,7 77,9 80,6 78,4 89,0
S: 29,3 18,2 27,4 24,3 9,4 245
SEM: 9,3 5,8 8,7 7,7 3,0 7,7
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Tier-Nr. Tag 98 Tag 105 Tag 112 Tag 119 Tag 126 Tag 133

R 213 87 83 57 91 65 75
R 216 73 68 80 74 71 68
R 223 68 73 82 97 87 76
R 224 80 88 92 93 84 87
R 231 89 81 87 77 81 68
R 232 128 124 140 85 95 80
R 233 82 79 76 79 68 71
R 235 83 83 78 68 78 63
R 236 78 64 70 71 79 51
R 237 72 66 103 69 69 71
cc | | | | |

n: 10 10 10 10 10 10
X: 84,0 80,9 86,5 80,4 77,7 71,0
S: 16,8 17,2 22,5 10,5 9,5 9,8
SEM: 5,3 5,4 7,1 3,3 3,0 3,1

Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168 Tag 175

R 213 74 84 83 77 85 77
R 216 85 77 80 85 72 179
R 223 82 77 88 82 87 70
R 224 83 82 83 83 70 64
R 231 75 99 85 78 72 74
R 232 74 93 90 130 82 139
R 233 50 81 80 63 108] 75
R 235 83 79 75 72 78 100
R 236 87 87 58 84 78 84
R 237 72 57 72 86 67 69
cc I I I I I

n: 10 10 10 10 10 10
X: 76,5 81,6 79,4 84,0 79,9 93,1
S: 10,7, 11,2 9,3 17,6 11,9 37,3
SEM: 3,4 3,5 2,9 5,6 3,8 11,8
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Tier-Nr. Tag 180
R 213 73
R 216 42
R 223 73
R 224 64
R 231
R 232 103
R 233 46
R 235 86
R 236 95
R 237 85
cc
n: 9
X: 74,1
S: 20,8
SEM: 6,9
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Korpergewicht; Ratten mit Transplantation von Inselzellen unter die
Nierenkapsel

Tier-Nr. Tag 42 Tag -35 Tag -28 Tag -21 Tag -14 Tag -7
R 213 277 271 255 240 250
R 216 240 229 212 195 213 212
R 223 279 272 257 236 230 227
R 224 248 248 241 226 227
R 231 266 242 217 220 228
R 232 221 196 197 194 186 181
R 233 272 257 254 235 225
R 235 278 256 246 235 250
R 236 261 231 223 207 195
R 237 268 252 231 217 206
cc | | | | |
n: 3 10 10 10 10 10
X: 246,7 256,7 242,3 229,2 220,9 220,1
s: 29,6 26,0 22,8 22,0 16,2 22,1
SEM: 17,1 8,2 7,2 7,0 5,1 7,0

Tier-Nr. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 17
R 213 255 295 315 336 340
R 216 231 253 277 307 312
R 223 266 278 295 317 324 336
R 224 267 282 296 309 323 334
R 231 241 263 283 306 324 338
R 232 209 221 235 262 269 288
R 233 263 281 299 314 316 328
R 235 278 298 315 334 342 346
R 236 248 254 283 303 320 336
R 237 256 277 300 307 320 334
cc | | | | |
n: 8 10 10 10 10 10
X: 253,5 264,0 285,4 304,4 318,1 329,2
s: 21,4 24,2 24,0 20,6 19,8 17,0
SEM: 7,6 7,6 7,6 6,5 6,3 5,4
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Tier-Nr. Tag 21 Tag 24 Tag 28 Tag 35 Tag 42 Tag 49

R 213 346 356 362 378 394 412
R 216 328 340 346 356 356 372
R 223 349 352 362 378 384 388
R 224 350 352 366 372 382 394
R 231 344 360 372 364 384 400
R 232 303 315 326 334 348 356
R 233 332 340 346 364 378 380
R 235 358 358 370 368 382 388
R 236 344 354 380 374 394 398
R 237 338 346 364 370 372 384
cc | | | | |

n: 10 10 10 10 10 10
X: 339,2 347.,3 359,4 365,8 377,4 387,2
S: 15,4 13,3 15,8 13,1 15,0 15,7
SEM: 4,9 4,2 5,0 4,1 4,8 5,0

Tier-Nr. Tag 56 Tag 63 Tag 70 Tag 77 Tag 84 Tag 91

R 213 418 428 424 454 452 452
R 216 386 388 396 394 406 404
R 223 398 404 412 422 432 434
R 224 406 412 416 432 442 448
R 231 406 400 416 422 424 430
R 232 372 380 386 390 390 390
R 233 386 392 398 402 406 424
R 235 400 394 408 408 414 422
R 236 410 416 424 432 434 440
R 237 384 394 398 402 402 410
cc

n: 10 10 10 10 10 10
X: 396,6 400,8 407,8 415,8 420,2 425,4
S: 14,2 14,4 12,8 20,1 19,8 19,7
SEM: 4,5 4,6 4,1 6,4 6,2 6,2
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Tier-Nr. Tag 98 Tag 105 Tag 112 Tag 119 Tag 126 Tag 133
R 213 430 454 462 468 472 484
R 216 416 424 432 438 442 446
R 223 434 444 460 466 472 476
R 224 420 436 460 474 478 488
R 231 438 448 436 440 442 448
R 232 396 410 410 400 414 412
R 233 428 428 434 434 440 440
R 235 432 434 440 448 452 456
R 236 452 456 460 460 464 464
R 237 412 412 420 422 428 426
cc | | | | |
n: 10 10 10 10 10 10
X: 425.,8 434,68 4414 445,0 450,4 454.0
S: 15,5 16,2 18,5 23,1 21,0 24,7
SEM: 4,9 5,1 5,9 7,3 6,6 7,8

Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168 Tag 175
R 213 4386 492 490 488 482 490
R 216 448 458 464 470 466 448
R 223 472 476 486 480 494 496
R 224 480 494 498 496 502 494
R 231 454 452 450 464 468 470
R 232 414 420 424 426 428 424
R 233 442 448 454 452 460 472
R 235 456 460 466 464 474 480
R 236 478 484 480 478 498 498
R 237 436 442 440 444 444 456
cc I I I I I
n: 10 10 10 10 10 10
X: 456,6 462,6 465,2 466,2 471,6 472,8
S: 22,7 23,8 23,6 21,2 23,8 24,2
SEM: 7,2 7,5 7,5 6,7 7,5 7,6
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Tier-Nr. Tag 180

R 213 500
R 216 398
R 223 492
R 224 496
R 231 466
R 232 434
R 233 472
R 235 488
R 236 494
R 237 454
cc

n: 10
X: 469,4
S: 32,9
SEM: 10,4
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Ratten mit Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel

Explantation -2 Wochen

24 h - Urin
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>

Tier-Nr.

R 213 10 4,9 1
R 216 9 4,23 27
R 223 10 4,3 24
R 224 9 4,95 29
R 231 28 5,32 43
R 232 14,5 842,45 35
R 233 12 5,04 31
R 235 15 4,65 27
R 236 14 3,64 30
R 237 13 3,77 27

24 h - Urin Explantation -1 Woche
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>

Tier-Nr.

R 213 9 5,04 24
R 216 9 4,14 27
R 223 10 0,2 15
R 224 8 4,24 11
R 231 37 7,77, 50
R 232 24 612 35
R 233 17 3,57 28
R 235 19 6,84 28
R 236 19 8,17 23
R 237 18 8,28 27
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Blutzucker spontan; Ratten mit Transplantation von Inselzellen unter die
Nierenkapsel und Partialerfolg
Tier-Nr. Tag -42 Tag -35 Tag -28 Tag -21 Tag -14 Tag -7
R 215 378 399 413 469 436
R 217 276 360 410
R 226 369 409 492 428
R 230 278 390 515 412 469
cc I I I I I
n: 1 2 3 4 3 4
X: 278,0 384,0 427,7 377,5 440,3 435,8
S: #DIV/0! 8,5 77,1 67,7 70,5 24,7
SEM: #DIV/0! 6,0 44,5 33,8 40,7 12,3
Tier-Nr. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 17
R 215 586 399 353 424 467 358
R 217 426 403 405 405 511 400
R 226 489 388 364 469 326 322
R 230 416 345 428 411 335 355
cc | | | |
n: 4 4 4 4 4 4
X: 479,3 383,8 387,5 427,3 409,8 358,8
S: 78,2 26,6 35,1 28,9 93,3 32,0
SEM: 39,1 13,3 17,5 14,5 46,7 16,0
Tier-Nr. Tag 21 Tag 24 Tag 28 Tag 35 Tag 42 Tag 49
R 215 327 285 312 338 281 351
R 217 364 435 371 419 359 320
R 226 219 249 185 136 207 68
R 230 185 222 283 277 391
cc I I I I I
n: 4 3 4 4 4 4
X: 273,8 323,0 2725 294,0 281,0 282,5
S: 85,4 98,7 84,6 119,2 62,1 145,9
SEM: 42,7 57,0 42,3 59,6 31,1 73,0
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Tier-Nr. Tag 56 Tag 63 Tag 70 Tag 77 Tag 84 Tag 91
R 215 394 367 342 392 351 327
R 217 438 377 351 345 435 377
R 226 155 226 221 163 181 202
R 230 274 312 301 329 312 314
cc | | | | |
n: 4 4 4 4 4 4
X: 315,3 320,5 303,8 307,3 319,8 305,0
S: 127,3 69,2 59,3 99,8 105,8 73,8
SEM: 63,7 34,6 29,7 49,9 52,9 36,9
Tier-Nr. Tag 98 Tag 105 Tag 112 Tag 119 Tag 126 Tag 133
R 215 226 245 340 272 271 292
R 217 351 349 355 290 274 333
R 226 232 195 284 172 197 194
R 230 341 264 278 246 303 300
cc | | | | |
n: 4 4 4 4 4 4
X: 287,5 263,3 314,3 245,0 261,3 279,8
S: 67,7 64,1 39,0 51,9 45,2 59,9
SEM: 33,9 32,1 19,5 26,0 22,6 29,9
Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168 Tag 175
R 215 157 262 351 360 284 316
R 217 359 234 362 303 395 436
R 226 183 233 160 190 143 212
R 230 249 244 275 223 183 342
cc | | | | |
n: 4 4 4 4 4 4
X: 237,0 243,3 287,0 269,0 251,3 326,5
S: 90,1 13,5 93,1 77,0 112,7 92,1
SEM: 45,0 6,7 46,5 38,5 56,4 46,1
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Tier-Nr. Tag 180
R 215 267
R 217
R 226 134
R 230 204
cc
n: 3
X: 201,7
S: 66,5
SEM: 38,4
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Korpergewicht; Ratten mit Transplantation von Inselzellen unter die
Nierenkapsel und Partialerfolg
Tier-Nr. Tag -42 Tag -35 Tag -28 Tag -21 Tag -14 Tag -7
R 215 263 248 221 220 221
R 217 268 267 258
R 226 286 274 274 245 251
R 230 271 260 250 224 235 223
cc I I I I I
n: 1 3 3 4 4 4
X: 271,0 269,7 257,3 246,8 241,8 238,3
s: #DIV/O! 14,2 14,5 28,1 19,7 19,0
SEM: #DIV/O! 8,2 8,4 14,1 9,9 9,5
Tier-Nr. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 17
R 215 242 261 271 278 291
R 217 251 267 283 290 293 290
R 226 248 276 290 296 312 309
R 230 229 260 283 293 302 311
cc | | | | |
n: 3 4 4 4 4 il
X: 242,7 261,3 279,3 287,5 296,3 300,3
S: 11,9 14,4 12,6 11,3 14,4 11,3
SEM: 6,9 7,2 6,3 5,6 7,2 5,6
Tier-Nr. Tag 21 Tag 24 Tag 28 Tag 35 Tag 42 Tag 49
R 215 298 302 304 311 315 312
R 217 288 283 288 290 288 291
R 226 319 326 326 326 342 350
R 230 319 322 314 322 324 334
cc I I I I I
n: 4 4 4 4 4 4
X: 306,0 308,3 308,0 312,3 317,3 321,8
s: 15,6 19,8 16,1 16,1 22,5 25,7
SEM: 7,8 9,9 8,0 8,1 11,3 12,9
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Tier-Nr. Tag 56 Tag 63 Tag 70 Tag 77 Tag 84 Tag 91
R 215 302 315 316 317 314 324
R 217 291 276 272 284 274 288
R 226 356 354 372 384 390 394
R 230 336 334 332 350 344 324
cc | | | | | |
n: 4 4 4 4 4 4
X: 321,3 319,8 323,0 333,8 330,5 332,5
S: 30,1 33,2 41,4 43,0 18,9 44,4
SEM: 15,0 16,6 20,7 21,5 24,5 22,2
Tier-Nr. Tag 98 Tag 105 Tag 112 Tag 119 Tag 126 Tag 133
R 215 320 322 320 332 330 332
R 217 290 279 290 263 285 275
R 226 398 400 412 400 402 406
R 230 340 338 352 339 346 350
cc | | | | | |
n: 4 4 4 4 4 4
X: 337,0 334,8 343,5 333,5 340,8 340,8
S: 45,6 50,1 52,2 56,1 48,3 54,0
SEM: 22,8 25,1 26,1 28,0 24,2 27,0
Tier-Nr. Tag 140 Tag 147 Tag 153 Tag 161 Tag 168 Tag 175
R 215 330 334 342 338 344 352
R 217 282 282 287 277 310 308
R 226 406 414 410 414 412 412
R 230 338 332 330 336 342 346
cc | | | | | |
n: 4 4 4 4 4 4
X: 339,0 340,5 342,3 341,3 352,0 354,5
S: 51,1 54,6 51,0 56,2 42,9 43,0
SEM: 25,5 27,3 25,5 28,1 21,5 21,5
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Tier-Nr. Tag 180

R 215 355
R 217 312
R 226 396
R 230 338
cc

n: 4
X: 350,3
S: 35,3
SEM: 17,6
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Ratten mit Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel und

Partialerfolg

24 h - Urin Explantation -2 Wochen
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>
Tier-Nr.
R 215 94 8920 165
R 217 88 8500,§ 109
R 226 38 4560 42
R 230 56 5040 68
24 h - Urin Explantation -1 Woche
Urinvolumen <ml> Glucose im Urin <mg/24 h> Trinkmenge <ml>
Tier-Nr.
R 215 132 12830 161
R 217 136 11179, 185
R 226 41 4797 50
R 230 63 6463,§ 83
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Serumglukagon (pg/ml)

Column Title Norm LSTZ MC-Syn Syn-NK  |Syn-NK part

1 106,3 238,9 116,8 92,6 147
2 136,3 157,7 71,2 120,7
3 52,7 96,7 69,4 65 93,7
4 63,9 158 84,9 88 62
5 82,9 133,1 87,2 92

6 80,1 120,7 54,5 80,7

7 107,6 127,09 52,9 105

8 59,1 134,9 74,4 85,9

9 87,4 92,8 80,3 73,7

10 93,9 164,6 1125 90,2

11 197 76,4

Seruminsulin (ng/ml)

Column Title Norm LSTZ MC-Syn Syn-NK |Syn-NK part

1 2,9 0,3 2,4 2,5 1,9
2 12,6 0,3 3,2 2,4 0,5
3 4,9 0,3 3,3 2,6 1,2
4 5,8 0,9 1,9 3,7 1,9
5 2 0,4 1,4 4,1

6 6,5 0,3 4,1 7,3

7 5,6 0,3 2,7 4,6

8 2,6 0,3 0,8 3,3

9 3,7 0,3 1,5 1,8

10 3,1 0,4 1 2,5

11 0,2 0,9

12 0,3 1,3

13 3
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Albuminurie (g/kgKG x d)

Column Title Norm LSTZ MC-Syn Syn-NK [Syn-NK part

1 0,2 1 1,4 0,1 1,4
2 0,1 1,9 0,4 0,1 4,9
3 0,2 2 1,3 0,1 0,4
4 0,5 3 12,5 0,6 2,3
5 0,4 3,3 1,4 0,4 0,3
6 0,1 1,8 1,2 0,6

7 0,9 0,4 2,8 0,2

8 0,1 1 2,4 0,2

9 0,1 4,6 2,6

10 0,2 6 0,8

11 5,9 0,4

Norm Normalkontrollgruppe

LSTZ Langzeitdiabetische Kontrollgruppe

MC-Syn Mit mikroverkapselten Inseln intraperitoneal transplantierte Tiere
Syn-NK Mit vollem Erfolg unter die Nierenkapsel transplantierte Ratten
Syn-NK part Mit partiellem Erfolg unter die Nierenkapsel transplantierte Ratten
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